c' CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS
I DL NOROESTE, s.C.

Programa de Estudios de Posgrado

SELECCION Y EVALUACION DE BACTERIAS DEL
TRACTO DIGESTIVO DEL PECTINIDO MANO DE
LEON (Nodipecten subnodosus) Y DE LA CONCHA
NACAR (Pteria sterna) CON USO POTENCIAL
PROBIOTICO EN LA ACUICULTURA DE
BIVALVOS MARINOS

TESIS

Que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales

(Orientacioén Acuicultura)

Presenta

FERNANDO ABASOLO PACHECO

La Paz, Baja California Sur, Julio de 2015



ACTA DE LIBERACION DE TESIS

En la Ciudad de La Paz, B. C. S., siendo las [3 horas del dia |5 del
Mes de  Sumio del 2015, se procedié por los abajo
firmantes, miembros de la Comisién Revisora de Tesis avalada por la
Direccion de Estudios de Posgrado del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste; S. C., a liberar |la Tesis de Grado titulada:

-

“Seleccion y evaluacion de bacterias del tracto digestivo del pectinido
mano de leén (Nodipecten subnodosus) y de la concha nacar (Pteria sterna)
con uso potencial probiético en la acuicultura de bivalvos marinos”

Presentada por el alumno:

Fernando Abasolo Pacheco

Aspifante al Grado de DOCTOR EN CIENCIAS EN EL USO,
MANEJO Y PRESERVACION DE LOS RECURSOS NATURALES
CON ORIENTACION EN Acuicultura

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comision
manifestaron su APROBACION DE LA TESIS, en virtud de que
satisface los requisitos sefalados por las disposiciones

reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

/__
Pedro gdo Lastra

COM@ ofyDE TESIS

. Dariel Tovar Ramirez
CO-TUTOR v _ . CO-TUTOR

A SKRVIERE ZARAGOZA,
ADO Y FORMACION DE RECURSOS HUMANOS



CONFORMACION DE COMITES

COMITE TUTORIAL
Dr. Angel I. Campa Coérdova (CIBNOR)

Co-Director de Tesis

Dr. Pedro E. Saucedo Lastra (CIBNOR)
Co-Director de Tesis

Dr. José M. Mazon Suastegui (CIBNOR)
Co-Tutor de Tesis

Dr. Dariel Tovar Ramirez (CIBNOR)
Co-Tutor de Tesis

Dr. Rubén Araya Valencia (Universidad de Antofagasta, UA)
Co-Tutor de Tesis

COMITE REVISOR DE TESIS
Dr. Angel I. Campa Cérdova
Dr. Pedro E. Saucedo Lastra
Dr. José M. Mazo6n Suastegui

Dr. Dariel Tovar Ramirez

Dr. Rubén Araya Valencia

JURADO DE EXAMEN DE GRADO
Dr. Angel I. Campa Cérdova
Dr. Pedro E. Saucedo Lastra
Dr. José M. Mazdn Suastegui
Dr. Dariel Tovar Ramirez
Dr. Jorge E. Chavez Villalba (CIBNOR, Unidad Guaymas)

SUPLENTE
Dra. Cristina Escobedo Fregoso (CIBNOR)



RESUMEN

Dada la importancia de la seleccién adecuada de las cepas de probioticos
para la acuicultura de bivalvos, el objetivo del presente trabajo fue seleccionar
bacterias con potencial probiodtico para mejorar la supervivencia, crecimiento y salud
general de bivalvos de interés comercial. El trabajo se dividié en dos etapas: En la
primera se aislaron y seleccionaron bacterias con potencial probioético del tracto
gastrointestinal (TGI) de dos especies de bivalvos marinos (Nodipecten subnodosus
y Pteria sterna), mediante pruebas in vitro que incluyeron la actividad hemolitica, el
antagonismo contra Vibrio spp., la hidrofobicidad bacteriana y la produccion de
enzimas extracelulares. Se lograron seleccionar cinco cepas identificadas como:
Lactobacillus graminis (RL5), Lactobacillus plantarum (C3), Bacillus cereus (PB1-1),
Bacillus flexus (PB1-5) y Bacillus firmus (PB1-6), de las cuales RL5 y C3 mostraron
amplia actividad antimicrobiana contra Vibrio alginolyticus (CAIM 57), V. harveyi
(CAIM 1793), V. wvulnificus (CAIM 157) y V. parahaemolyticus (ATCC 17802),
mientras que PB1-1, PB1-5 y PB1-6 mostraron actividad enzimatica para amilasa,
proteasa, lipasa y celulasa. Por su parte, los aislados C3 y PB1-5 fueron altamente
hidrofébicos. En la segunda etapa del trabajo, las cepas seleccionadas se evaluaron
in vivo como probidticos con dos especies de bivalvos de interés comercial: el ostion
Kumamoto Crassostrea sikamea (juveniles) y la almeja Catarina Argopecen
ventricosus (larvas y juveniles). El objetivo fue determinar si las cepas
seleccionadas conferian amplios beneficios para todas las etapas de desarrollo
(larvas veliger tempranas, larvas pediveliger tardias, juveniles tempranos fijados) o
si los efectos fueron especificos para cada cepa en cada estadio y especie
hospedera. Las cepas fueron suministradas de forma individual y combinada a
manera de ocho tratamientos probidticos (RL5, C3, PB1-1, PB1-5, PB1-6, MIX-L,
MiX-B y MIX-LB), un tratamiento con ampicilina y un grupo control. Los tratamientos
se suministraron a una concentracién de 1 x 108 UFC mL~"' cada 48 h. En larvas se
evalud la supervivencia, el crecimiento y la fijacion. En juveniles se evalud la
supervivencia, crecimiento y composicion bioquimica. Adicionalmente se determind
la supervivencia y actividad de la enzima superéxido-dismutasa (SOD) en juveniles
de A. ventricosus retados contra V. alginolyticus. En larvas, las cepas RL5 y C3
mejoraron la supervivencia y crecimiento de A. ventricosus en comparacion con el
control, en tanto que la mayor fijacion de juveniles ocurrié con las cepas MIX-LB
(Lactobacillus sp. + Bacillus sp.). Por otro lado, los juveniles de A. ventricosus
mejoraron su crecimientos en talla y peso, e incrementaron significativamente el
contenido de proteinas con el tratamiento C3. En juveniles de C. sikamea se
observé el mismo efecto, pero con el MIX-B. Con respecto al reto, la mayor
proteccion contra V. alginolyticus se dio con juveniles de A. ventricosus tratados con



MIX-B, lo cual se reflejo6 en una mayor supervivencia (>80%) y un aumento
significativo de la actividad de la SOD. Estos resultados indican que el mecanismo
de accion de las cepas probidticas es especifico para cada etapa de desarrollo y
hospedero evaluado, generando respuestas diferenciales que incluyen la proteccion
contra patdégenos, antagonismo y exclusion, mejor asimilacion de nutrientes, y
fortalecimiento del sistema inmune. La microbiota seleccionada mostré propiedades
probidticas durante las dos etapas evaluadas, y se recomiendan para ser usadas
en el cultivo de otras especies de bivalvos marinos.

Palabras clave: tracto gastrointestinal, probidticos, acuicultura de bivalvos,
crecimiento, supervivencia, proteccion a Vibrio alginolyticus.



ABSTRACT

Given the importance of selecting suitable probiotic treatments for bivalve
aquaculture, we selected bacterial strains with potential probiotic to improve survival,
growth, and overall health of bivalve mollusks of commercial interest. The study was
divided in two stages: In the first one, we isolated and selected microbiota with
potential probiotic from gastrointestinal tract (GIT) of two marine bivalves
(Nodipecten subnodosus and Pteria sterna), using in vitro tests that included
hemolytic activity, antagonism against Vibrio spp., bacterial hydrophobicity, and
production of extracellular enzymes. Five bacterial strains were selected and
identified as Lactobacillus graminis (RL5), Lactobacillus plantarum (C3), Bacillus
cereus (PB1-1), Bacillus flexus (PB1-5) and Bacillus firmus (PB1-6). The RL5 and
C3 isolates showed antimicrobial activity against Vibrio alginolyticus (CAIM 57), V.
harveyi (CAIM 1793), V. vulnificus (CAIM 157) and V. parahaemolyticus (ATCC
17802), and the PB1-1, PB1-5, and PB1-6 isolates showed enzymatic activity for
amylase, protease, lipase, and cellulose: The C3 and PB1-5 isolates were highly
hydrophobic. In the second stage of this study, the selected strains were tested in
vivo as probiotics with two bivalve species of commercial value: the Kumamoto
Crassostrea sikamea oyster (juveniles) and the Catarina scallop Argopecten
ventricosus (larvae and juveniles). The goal was to determine if the selected strains
conferred broad benefits to all developmental stages (early veliger larvae, late
pediveliger larvae, early settled juveniles), or conferred stage-specific benefits. The
strains were provided as single and multi-strain treatments (RL5, C3, PB1-1, PB1-5,
PB1-6, MIX-L, MiX-B y MIX-LB), including a treatment with ampicillin and a control
group. All strains were administered at a dose of 1 x 106 UFC mL-" every 48 h. The
evaluated traits were survival, growth and settlement (larvae) and survival, growth
and biochemical composition (juveniles). Additionally, we determined survival and
activity of superoxide dismutase enzyme (SOD) in A. ventricosus juveniles
challenged against V. alginolyticus. In larvae, improved survival and growth occurred
with RL5 and C3 strains over the control, while enhanced settlement of juveniles
occurred with MIX-LB (Lactobacillus sp. + Bacillus sp.). Argopecten ventricosus
juveniles grew significantly faster and larger in size and weight, and significantly
increased their protein content when treated with C3. The pattern with C. sikamea
juveniles was similar, but with MIX-B. Differently, greater protection against V.
alginolyticus occurred in A. ventricosus juveniles treated with MIX-B, which reflected
in higher survival (>80%) and a significant increase in SOD activity. These findings
indicate that the action mechanisms of evaluated bacteria are strain-specific and
stage-specific, and generated in the target bivalve different responses that include
protection against pathogens, antagonism and exclusion, improved nutrient



assimilation, and strengthened digestive and immune systems. In conclusion, the
selected microbiota showed probiotic properties during all developmental stages and
recommended for increasing production of hatchery-reared bivalves.

Keywords: Gastrointestinal tract, probiotics, bivalve aquaculture, growth, survival,
protection to Vibrio alginolyticus.
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1. INTRODUCCION

En México la mayor produccion acuicola intensiva de moluscos bivalvos se
realiza en el noroeste, particularmente de ostreidos como Crassostrea gigas, pero
existen ademas muchas especies nativas susceptibles a ser cultivadas y
aprovechadas comercialmente como: las ostras perleras Pteria sterna y Pinctada
mazatlanica, los pectinidos Argopecten ventricosus y Nodipecten subnodosus, los
ostreidos Crassostrea sikamea, C. gigas y C. corteziensis. Para muchas de estas
especies potenciales se tiene una metodologia de produccion bien establecida
(Robles-Mungaray et al., 1995; Saucedo et al., 2007; Mazon-Suastegui et al., 2005;
2011), sin embargo la produccién de semilla en laboratorio continua siendo un
problema para algunas especies. Esto es debido, entre otras cosas, a la aparicion
de enfermedades infecciosas generadas principalmente por agentes microbianos,
los cuales ocasionan altas mortalidades en momentos criticos del desarrollo, como
el inicio de la alimentacion exdgena en larvas veliger tempranas y la culminacion de
la metamorfosis en larvas pediveliger tardias (Paillard et al., 2004; Romero et al.,
2012). La presencia de patdgenos en los laboratorios productores de semilla de
bivalvos, reduce la supervivencia en larvas y juveniles tempranos, y este problema
provoca un suministro insuficiente y discontinuo de semillas para la industria
acuicola mexicana, que debiera diversificarse pero continua enfocada de manera

dominante al camaron blanco Litopenaeus vannamei y al ostion japones C. gigas.

La vibriosis es una de las enfermedades microbianas reportadas, mas
importantes a nivel mundial y la que mas pérdidas econdmicas causa en la
acuicultura de moluscos bivalvos (Freites et al., 1993; Riquelme et al., 1996;
Lambert et al., 1998; Sainz et al., 2005). Es ocasionada por bacterias del genero
Vibrio, principalmente Vibrio anguillarum (Freites et al., 1993; Angulo, 2000;
Riquelme et al., 1996), V. splendidus (Sugumar et al., 1998), V. natriegens (Zhang
et al., 1998), V. pectenicida (Lambert et al., 1998), V. tapetis (Borrego et al., 1996)
y V. alginolyticus (Tubiash et al., 1965; Lodeiros et al., 1987; Riquelme et al., 1997;



Sainz et al., 1999; Luna-Gonzalez et al., 2002).

Una revisidn de la literatura concerniente a la problematica ocasionada por
bacterias del género Vibrio y su interaccion con el fitoplancton, bacterioplancton y
organismos superiores puede encontrarse en Leyton y Riquelme (2008) y Beaz-
Hidalgo et al. (2010). Estos patdégenos y sus enfermedades asociadas se han venido
controlando por afios con antibioéticos, pero su uso en acuicultura se ha reducido o
erradicado por los diversos problemas que ocasionan, entre los que destacan el
incremento de la resistencia bacteriana. El uso y abuso de antibidéticos ha
provocado un incremento gradual del nivel de patogenicidad de algunas cepas
bacterianas, y la contaminacién ambiental por el desecho al medio de las aguas

tratadas con estas sustancias (O’Brien, 2002; Romero et al., 2012).

El tratamiento de organismos cultivados con terapias mas naturales y
ecologicamente amigables, como los probiodticos, continda siendo una de las
opciones mas viables para el control o erradicacion de patégenos marinos (Gomez-
Gil et al., 2000; Balcazar et al., 2008). Aunque el uso de probidticos en acuicultura
no es novedoso, experimenta un resurgimiento debido a la bondad que ciertas
cepas bacterianas han demostrado por tener la capacidad de producir compuestos
microbianos y enzimas digestivas que, ademas de mejorar la nutricion del
hospedero y facilitar la conversién de alimento, refuerzan su sistema inmune y
capacidad de tolerancia al estrés (Verschuere et al., 2000; Kesarcodi-Watson et al.,
2008; Prado et al., 2010; Cordero et al., 2014.). Otras cepas incluso degradan la
materia organica y mejoran la calidad del agua en los sistemas de cultivo utilizadas
con algunas especies de interés acuicola (Newaj-Fyzul et al., 2014; Nemutanzhela
et al., 2014). A la fecha, la generacién de nuevo conocimiento sobre el efecto de
probidticos en la acuicultura es menor en moluscos bivalvos que la reportada para
camarones y peces. No obstante, existe un gran interés y avances recientes en el
tema, que demuestran su potencial de aplicacion en acuicultura (Prado et al., 2010;
Aguilar-Macias et al., 2010; Campa-Cérdova et al., 2009a, 2011; Granados-Amores
et al., 2011; Lim et al., 2011; Kapareiko et al., 2011; Kesarcodi-Watson et al., 2012;



Karim et al., 2013; Genard et al., 2014).

Para el caso particular de los moluscos, recientemente se han aislado cepas
probidticas con resultados prometedores para la acuicultura de bivalvos (Campa-
Cérdova et al., 2009a, 2011; Lim et al., 2011; Sanchez-Ortiz et al., 2015). Sin
embargo, a pesar del avance cientifico y tecnoldgico que se ha logrado con estos
estudios, queda claro que la accién de los probidticos es compleja, y que
particularmente en larvas y juveniles, se desconocen aun muchos de los
mecanismos de accion de estos microorganismos (Vine et al., 2006). Uno de los
vacios de informacion mas importantes que se identifican radica en la forma cémo
se establece la relacion huésped-patdgeno y las rutas metabdlicas que favorecen la
produccién de metabolitos secundarios como puntos clave para establecer
protocolos de aplicacidén y que mejoren los niveles de produccion en el campo de la
acuicultura de bivalvos. En esta relacion, deben tenerse en cuenta factores como la
dosis, repeticiéon y método de administracion de los probioticos en diferentes etapas

del ciclo de vida de las especies en cultivo.

El presente trabajo tiene como objetivo aislar, seleccionar y caracterizar in
vitro la microbiota benéfica del tracto digestivo de la almeja mano de ledn N.
subnodosus y de la concha nacar P. sterna, para posteriormente evaluar su
actividad en cultivos experimentales de algunas especies de bivalvos de interés
comercial. Se manejaron tratamientos individuales y combinados en larvas de A.
ventricosus (crecimiento, supervivencia y fijacion) y en juveniles de almeja Catarina
A. ventricosus y ostion Kumamoto C. sikamea (crecimiento, supervivencia,
composicion bioquimica), asi como en la supervivencia y la respuesta antioxidante
de juveniles de A. ventricosus retados contra V. alginolyticus. Una meta adicional
establecida para los bioensayos in vivo fue determinar si los probioticos
seleccionados confieren amplios beneficios para todas las etapas de vida de las
especies objetivo, o si en particular aportan beneficios especificos en cada etapa

del ciclo de vida de las especies evaluadas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios sobre bivalvos de importancia comercial en la acuicultura del

noroeste de México

El cultivo de moluscos en México se ha desarrollado principalmente en el
Océano Pacifico, donde histéricamente se han explotado desde el punto de vista
pesquero y/o acuicola, mas de 54 especies (Baqueiro, 1984), lo que ha llevado a
este pais a ocupar el cuarto lugar de produccion acuicola en América Latina,
después de Chile, Brasil y Peru (FAO, 2008). En el noroeste mexicano se centra la
mayor produccion de bivalvos de importancia comercial, ya que existen muchas
especies nativas susceptibles a ser cultivadas extensiva o intensivamente, entre las
que se encuentran los pectinidos A. ventricosus y N. subnodosus, los ostiones C.
sikamea, Crassostrea corteziensis y Crassostrea gigas, el hacha china Atrina
maura, las ostras perleras Pinctada mazatlanica y P. sterna, las almejas blanca
Megapitaria aurantiaca y chocolata M. squalida, el abulén azul Haliotis fulgens y el
abulon amarillo H. corrugata, entre otras. A continuacion se describen algunos de
los trabajos mas recientes relativos a las especies objetivo utilizadas durante los

bioensayos in vitro e in vivo de este estudio.
2.1.1 Ostreidos

La acuicultura de bivalvos se ha centrado principalmente en la produccion de
ostreidos, ya que estos son los moluscos de mayor produccion acuicola a nivel
mundial (FAO, 2010). En México, el cultivo de ostiones ha tenido un desarrollo
importante, particularmente con el ostion del Atlantico Crassostrea virginica, pero
también en el Pacifico con el ostion japonés C. gigas, el ostion de placer C.
corteziensis y el ostion Kumamoto C. sikamea (Figura 1). El ostion de placer ha sido
objeto de diferentes estudios por su potencial de desarrollo (Maeda-Martinez, 2008;
Mazdn-Suastegui et al., 2008, 2009; Campa-Cordova et al., 2009a, 2011). La
acuicultura de estas especies se proyecta como estable pero las perspectivas son

inciertas, ya que existen severas restricciones y problemas en la produccion de



juveniles en el laboratorio, causados principalmente por patégenos marinos
(Maeda-Martinez, 2008). Por otro lado, el ostion Kumamoto C. sikamea (Amemiya,
1928), tiene su origen en Japon, y su estatus taxondmico ha sido objeto de debate.
Esta especie habia sido descrita como variedad de C. gigas por Amemiya (1928),
pero posteriormente fue elevado a la categoria de especie por Ahmed (1975) y se
diferencia de C. gigas por su menor crecimiento y menor talla comercial; por tener
la valva izquierda profundamente ahuecada y la valva derecha plana, y en general
por tener ambas conchas mas arrugadas y surcadas que C. gigas. Sin embargo C.
sikamea tiene un mejor sabor y por ello es mas apetecible para consumo humano y
mas valorado en el mercado regional (Camara et al., 2008). La introduccion del
ostion Kumamoto en México ocurrié en 1975 para su cultivo a pequefia escala en
los estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora y Sinaloa con semilla
proveniente de Estados Unidos de América (SAGARPA, 2010). Son pocos los
trabajos que se han realizado con esta especie, entre los que encontramos el
estudio de su distribucién y abundancia (Camara et al., 2008; Hamaguchi et al.,
2013; Wang et al.,, 2013), produccién de semilla (Nakano, 2007; Sou, 2008).
También se ha estudiado el efecto de la salinidad en larvas de esta especie (Xu et
al., 2011), su biologia reproductiva (Caceres-Martinez et al., 2012), enfermedades
y parasitismo en adultos (Elston et al., 2012; Caceres-Martinez y Vasquez-
Yeomans, 2013), y mas recientemente, el estudio de los cambios en la composicion
y diversidad de la microbiota residente durante la produccién comercial (Trabal
Fernandez et al., 2014). Algo importante qué senalar, es que en este ultimo trabajo
se reportan nuevas bacterias asociadas a ostiones comerciales en México,
destacando entre ellas a Burkholderia cepacia, la cual produce un importante
numero de metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de bacterias
patdgenas marinas, entre ellas V. alginolyticus y V. harveyi. B. cepacia ha sido
aislada del tractodigestivo de C. corteziensis y se ha evaluado su potencial
probidtico en la acuicultura de bivalvos de importancia comercial (Campa-Cérdova
et al., 2009a, 2011). A pesar de todos los avances reportados para lograr el cultivo

eficiente de ostreidos en México, la presencia de patdégenos asociados a



enfermedades bacterianas sigue siendo un factor limitante para el desarrollo
sustentable de la acuicultura mexicana caracterizada por eventos periédicos de

mortalidad en las granjas ostricolas del pais (Maeda-Martinez 2008).

Figura 1.- Anatomia externa del ostion Japonés (C. gigas), el ostion Kumamoto (C.
sikamea) y el ostidn de placer (C. corteziensis). Fuente: Fisheries Research Agency
(http://tuna.fra.affrc.go.jp/english/press/2012/20120604.html).

2.1.2 Pectinidos

Por otro lado, los pectinidos A. ventricosus y N. subnodosus, conocidos como
almeja Catarina y almeja mano de ledn respectivamente, también son un recurso
importante en el noroeste de México (Figura 2). La almeja Catarina A. ventricosus
(Sowerby Il, 1842) posee particular importancia econémica por la calidad de su
musculo aductor, el cual es altamente apreciado para consumo humano y puede
alcanzar un valor de USD$12.00 kg~' (Maeda-Martinez, 2002). La especie se
distribuye a lo largo del océano Pacifico oriental, desde Baja California (México)
hasta Peru, aunque se encuentra en el golfo de California su maximo potencial de
explotacion comercial (Keen, 1971). En materia de investigacién, se ha estudiado la
susceptibilidad de larvas a enfermedades bacterianas (Sainz et al., 1998; Luna-
Gonzalez et al., 2002), la actividad de la fenol-oxidasa en larvas, juveniles y adultos

(Luna-Gonzalez et al., 2003), el uso de antibidticos en cultivos larvarios (Campa-



Cdrdova et al., 2005) y particularmente, el seguimiento del desarrollo larvario para
optimizar los protocolos de cultivo (Mazon-Suastegui 2005; Abasolo-Pacheco et al.,
2009). Recientemente se han realizado trabajos sobre la influencia de la
temperatura y presencia de depredadores sobre el crecimiento, supervivencia y
energia para la reproduccidon (Guerra et al., 2012a), la acumulacién de toxinas
(Escobedo-Lozano et al., 2012), los cambios en los parametros de estrés oxidativo
(Guerra et al., 2012b, 2013) y el reclutamiento de larvas en colectores artificiales en
el Golfo de California (Soria et al., 2013).

La almeja mano de ledn N. subnodosus (Sowerby I, 1835) posee un potencial
que se ha determinado principalmente por el alto valor comercial de su musculo
aductor (callo) en el mercado gourmet internacional, ya que es de gran tamano (50-
200 g), tiene buen sabor (Pefia, 2001) y alcanza un alto precio en los mercados
nacionales que oscilaron entre MXN$80-150 kg~' (Osuna-Garcia, 2008), asi como
por el uso de la concha para actividades artesanales. En este sentido, se ha visto
que se pueden obtener perlas esféricas de naturaleza porcelanizada de esta
especie, con diversas coloraciones que van desde el morado, marrén, naranja, rosa
y otras, haciendo atractiva a la especie para la formaciéon de perlas no nacaradas
(Bari et al.,, 2010). Existen técnicas determinadas para la produccion de N.
subnodosus, primeramente la captacion de juveniles silvestres que actualmente
esta limitada por la sobreexplotacién del unico banco natural ubicado en laguna Ojo
de Liebre B.C.S. (Maeda-Martinez, 2008) Una alternativa es la produccion de
juveniles en el laboratorio, para la cual se han desarrollado zootecnias, prototipos y
procedimientos ad-hoc en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C.
(CIBNOR) susceptibles de ser escalados a nivel comercial (Mazon-Suastegui et al.,
2011). Igualmente, se han desarrollado proyectos de asesoria para la produccion
comercial de semillas y engorda a talla comercial, en vinculacion con empresas
como Marimex del Pacifico, que no se han mantenido constantes (Maeda-Martinez,
2008). La almeja Mano de Ledn se distribuye desde laguna Ojo de Liebre, en la

peninsula de Baja California, México, hasta las costas de Peru (Keen, 1971). Existen



muchos estudios realizados con esta especie, entre los que destacan el efecto del
dinoflagelado téxico Gymnodinium catenatum en juveniles (Estrada et al., 2007), la
respuesta y condicion de las larvas cultivadas con diferentes fuentes de agua marina
(Abasolo-Pacheco et al., 2009), la actividad de la enzima superdxido dismutasa en
juveniles cultivados en laboratorio y expuestos al dinoflagelado téxico Prorocentrum
lima (Campa-Cérdova et al., 2009b). Se han abordado también estudios sobre la
respuesta inmune de organismos adultos de la especie ante un reto con V.
alginolyticus (Ramirez-Castillo et al., 2011) y la utilidad de diferentes probioticos
experimentales y comerciales en el crecimiento, supervivencia y produccion de
enzimas relacionadas con el sistema inmune de la especie (Granados-Amores et
al., 2012). Recientemente se evaluo el efecto combinado de la temperatura y la dieta
en el crecimiento, supervivencia y composicion bioquimica de semillas de N.

subnodosus cultivadas en el laboratorio (Saucedo et al., 2013).

Figura 2.— Anatomia externa de la almeja Catarina (A. ventricosus) y de la almeja
mano de ledn (N. subnodosus). Fuente: Guido T. Poppe & Philippe Poppe -
Conchology, Inc. (www.conchology.be).



2.1.3 Ostras perleras

La concha nacar P. sterna (Gould, 1851) (Figura 3) es una de las especies
de ostras perleras que puede ser aprovechada de manera integral y generar
productos de alto valor agregado como las perlas (medias perlas y perlas esféricas),
la concha (actividad artesanal, botones), el nacar (industria cosmética y
farmacéutica) y el callo (alimentacién) (Monteforte, 1996; Saucedo, 2001). La
concha nacar en particular se distribuye desde la costa de California hacia el sur
hasta las costas de Peru, pasando por el Golfo de California (Keen, 1971). Entre los
trabajos mas recientes destacan los de fisiologia reproductiva (Vite-Garcia y
Saucedo, 2008; Caceres-Puig et al., 2009), uso de calceina para estimar y validar
la edad en juveniles (Caceres-Puig et al., 2011), la evaluacién de los nutrientes
asociados a la calidad de la génada y la reproduccion exitosa de la especie (Gomez-
Robles et al., 2013), el uso de acidos grasos en la génada y la glandula digestiva de
machos y hembras durante su temporada de maduraciéon natural (Hawkyns-
Martinez et al., 2014), y finalmente los patrones de crecimiento y reproduccion para
evaluar el posible cultivo de perlas en la bahia de Acapulco (Serna-Gallo et al.,
2014).

Figura 3.- Anatomia externa de la concha nacar (P. sterna). Fuente: Seashells
Collection (http://www.idscaro.net).
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2.2 Uso de probidticos en la acuicultura: Definicién, modos de accién y

seleccion.

La definicién original de probioticos fue acunada por Lilly y Stillwell (1965)
para referirse a “aquellas sustancias producidas por los microorganismos que
estimulan el crecimiento de otro organismo”. Posteriormente Parker (1974) los refirio
como “organismos Yy substancias que contribuyen al balance intestinal microbiano”.
La definicion fue entonces limitada a “todo aquel microorganismo vivo que funciona
como un complemento alimenticio para beneficiar a los organismos hospederos por
traer consigo un balance intestinal microbiano” (Fuller, 1989, 1992). Sin embargo,
esta definicién fue aplicada para animales de granja o para humanos unicamente,
por lo que su aplicacion para acuicultura requiere algunas consideraciones
adicionales. En este sentido, Gatesoupe (1999) redefinié el concepto de probidticos
para acuicultura como “células microbianas vivas que son administradas con el fin
de colonizar el tracto digestivo del hospedero mejorando la salud del mismo”. Asi
mismo, Verschuere et al., (2000) definieron a los probidticos como “organismos
vivos que tienen un efecto benéfico en el huésped mediante la modificacion de la
comunidad microbiana asociada a éste, a través de una mejora en el uso del
alimento o su valor nutricional, mediante el incremento de la respuesta del huésped
a las enfermedades, o a través del mejoramiento de la calidad de su ambiente”. Otra
definicibn de probidticos los refiere como “microorganismos vivos que al ser
administrados a un huésped en cantidades adecuadas le confieren un efecto
benéfico a la salud” (FAO, 2006).

El principal propésito inicial del uso de probidticos es mantener o restablecer
una relacion favorable entre los microorganismos benéficos y los patdgenos que
constituyen la microbiota digestiva de los hospederos. El mecanismo de accion de
un probidtico (Figura 4) incluye la competencia, al excluir bacterias patdégenas o

producir substancias bactericidas o bacteriostaticas que inhiben el crecimiento de
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bacterias patdgenas. Este efecto antibacterial en el hospedero se puede lograr
suministrando bacterias especificas con una accion individual o mezclas de
bacterias que presentan una accién sinérgica. En ambos casos el mecanismo de
accioén incluye la producciéon de antibiéticos, bacteriocinas, sideréforos, proteasas,
peroxido de hidrogeno, asi como la alteracion del pH del TGI por la produccion de
acidos organicos (Sugita et al., 1997). En el caso particular de las bacterias acido
lacticas (BALs), ampliamente usadas como probiéticos (ver Dosta et al., 2009), se
sabe que son productoras de bacteriocinas que inhiben el crecimiento de otros
microorganismos. Las bacteriocinas son de gran interés ya que tienen un estatus

de QPS (qualified presumption of safety), es decir, seguros para la salud.

Otro de los mecanismos para prevenir la colonizacion del hospedero por
diversos patdgenos, se asocia a una competencia por sitios de adhesioén en los
epitelios del TGI, la cual puede ser no especifica y basada en factores
fisicoquimicos, o especifica e involucrando moléculas de adhesion en la superficie
de la bacteria y moléculas receptoras en las células del epitelio (ver Kesarcodi-
Watson et al., 2008). Vine et al., (2004) demostraron la exclusion competitiva de
cinco cepas probiodticas contra dos patdogenos en la mucosa intestinal de peces,
encontrando que uno de las cepas probidticas impide la adhesién del patégeno a la
mucosa intestinal de peces. Es importante tener cuidado con la interpretacion de
resultados de pruebas de adhesion in vitro e in vivo ya que se ha reportado en
algunos trabajos que el efecto puede tener resultados opuestos (Hansen y Olafsen,
1999). La competencia puede darse también por nutrientes, por ejemplo la
competencia por el hierro entre los microorganismos ha sido reportado como un
importante factor en las bacterias marinas (Verschuere et al., 2000). Todos los
microorganismos necesitan el hierro para crecer (Reid et al., 1993) y generalmente
esta limitado en los fluidos de los tejidos de los organismos y de forma insoluble
Fe3* (Verschuere et al., 2000). Los sideroforos son compuestos quelantes de hierro
secretados por microoganismos, incluyendo los patégenos (Gram et al., 1999), que

pueden disolver hierro y hacerlo disponible para el crecimiento microbiano. Por lo
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que, las bacterias probioticas productoras de siderdforos podrian ser utilizadas para

competir por el hierro con los patdégenos (Gatesoupe, 1997).

Un tercer mecanismo de accién de los probidticos es aportando nutrientes
esenciales para optimizar los procesos de nutricion del hospedero, asi como
enzimas digestivas como amilasas, proteasas, lipasas y celulasas para mejorar sus
procesos digestivos (Prieur et al., 1990) ademas de nutrientes esenciales como
vitaminas (Sugita et al., 1992) y acidos grasos esenciales (Vine et al., 2006),
ademas de enzimas intracelulares que son liberadas por autolisis al morir la célula
probidtica (Mathur y Singh, 2005). En este sentido, el género Bacillus ha demostrado
ser productor de sustancias que mejoran la absorcion de nutrientes, incrementan
los niveles de proteinas y mejoran el crecimiento en diferentes organismos en la
acuicultura (ver Nemutanzhela et al., 2014). Bairagi et al. (2002) demostraron que
algunas cepas probidticas de Bacillus spp. indujeron el crecimiento y el contenido
de proteinas en peces (Labeo rohita), atribuyéndolo a la produccion de enzimas

extracelulares como las celulasas y amilasas.

En cuarto lugar, los probidticos refuerzan el sistema inmune del huésped
mediante la secrecidon de compuestos quimicos que activan su sistema inmune y
estimulan la respuesta defensiva ante virus, bacterias y parasitos que provocan
enfermedades. Muchos probidticos han sido identificados por su accién
inmunomoduladora, al mejorar la actividad fagocitica, el estallido respiratorio y la
actividad superdéxido dismutasa y peroxidasa, ademas de incrementar el numero de

leucocitos, linfocitos y eritrocitos en vertebrados (ver Newaj-Fyzul et al., 2014).

Los moluscos poseen un sistema inmune constituido por células de la
hemolinfa (hemocitos) y proteinas plasmaticas. Sus reacciones involucran
componentes celulares y humorales encargados de la defensa para el rechazo de
agentes externos y acciones nocivas del medio ambiente (Vargas y Barracco, 2001).
Una vez activados los mecanismos de defensa, la respuesta es proporcional al

estimulo y se expresa mediante la produccion de enzimas antioxidantes y de la
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hemolinfa, junto a hemocitos circulantes que se encargan de fagocitar material
extrafio (Roch, 1999). En camarones se ha descrito el efecto de cepas probioticas
mediante cambios en la actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) y la
fenoloxidasa (Wang y Gu, 2010). En moluscos bivalvos se ha descrito la actividad
de la SOD en juveniles de C. corteziensis tratados con probioticos (Campa-Cordova
et al., 2009). En larvas de Pecten maximus tratadas con la cepa probiotica X34
(Phaeobacter gallaeciensis) se reporta la activacion de dos enzimas antioxidantes

(catalasa y SOD) durante un reto con Vibrio pectenicida (Genard et al., 2014).

Finalmente, algunas especies de bacterias probidticas descomponen la
materia organica o materiales toxicos existentes en el ambiente, mejorando asi la
calidad del agua empleada en los sistemas de cultivo. Esto ocurre principalmente
por la accion de especies del género Bacillus sp. los cuales convierten de manera
eficiente la materia organica en CO2 disminuyendo niveles toxicos de amonio y
nitritos que pueden ser mortales para los organismos marinos de cultivo (ver

Nemutanzhela et al., 2014).

La formulacion de consorcios de bacterias con diferentes efectos probioticos
suele tener un efecto sinérgico que incluye la inhibicion de patégenos, la mejora en
la absorcion de nutrientes que resulta favorable para incrementar el crecimiento del
hospedero, y un efecto biorremediador que mejora la calidad del agua,
proporcionando efectos diversos de amplio espectro en un solo producto compuesto

por varias cepas probioticas (Lallo et al., 2007).
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Figura 4.— Diagrama esquematico que ilustra los mecanismos potenciales por los
cuales bacterias probiéticas pueden impactar en la microbiota. Estos mecanismos
incluyen (1) competencia por ingredientes de la dieta como substratos de
crecimiento, (2) bioconversién de productos fermentados, por ejemplo, azucares
con propiedades inhibitorias, (3) produccion de substratos de crecimiento, por
ejemplo Exopolisacaridos o vitaminas, para el uso de otras bacterias, (4)
antagonismo directo por bacteriocinas, (5) exclusion competitiva por los sitios de
adhesion, (6) mejora de la funcion de barrera, (7) reduccién de la inflamacion,
alterando asi las propiedades intestinales para la colonizacion (8) estimulacion de
la respuesta inmune innata (por mecanismos desconocidos). IEC: células
epiteliales, DC: células dendriticas, T: células T. O'Toole y Cooney, 2008).

El proceso de seleccion de cepas bacterianas con potencial probiético para
la acuicultura de bivalvos es complejo, ya que aun es escaso el conocimiento basico
sobre la interaccién de dichas bacterias con la microbiota natural del hospedero,
sea residente o transitoria, que esta presente en su TGI. La utilizacion de un buen
grupo de probidticos es de gran importancia en la acuicultura y es de vial

importancia su adecuada seleccion. Para esto se debe primero tener en cuenta la
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fuente de donde se aislaran los potenciales probidticos. En los primeros
experimentos de incorporacion de consorcios probidticos en alimentos para la
acuicultura, se utilizaron preparaciones comerciales disefiadas para organismos de
crianza terrestre (Gatesoupe, 2000). Se evaluaron cepas de Bacillus toyoi,
encontrando que mejoraban la tasa de supervivencia de la anguila japonesa y la
tasa de crecimiento del jurel (Kozasa, 1986), asi como la tasa de crecimiento de
larvas del pez plano Pssetta maxima conocido como rodaballo (Gatesoupe, 1989,
1990). El uso de bacterias acido lacticas fue también eficiente para mejorar la
produccién de rotiferos y la tasa de crecimiento de larvas de lenguado (Gatesoupe
et al., 1991a; Gatesoupe 1991b; Planas et al., 2004). Sin embargo la supervivencia
de estas cepas comerciales en el TGl de peces es incierto, y solo algunas colonias
de Bacillus sp. pudieron recuperarse de larvas de rodaballo (Gatesoupe, 1994). Por
ello, los probidticos aislados del ambiente marino pueden ser mas eficientes que
aquellos productos comerciales (Gatesoupe, 2000). La busqueda de estas bacterias
con potencial probiético se ha realizado a partir de diversas fuentes que incluyen
agua, sedimentos, plancton, invertebrados (Lodeiros et al., 1988; Marty y Martin,
1992; Austin et al., 1995; Riquelme et al., 1996, 1997; Castillo et al., 2001;
Avendano-Herrera et al., 2005), mucosa de la piel de peces, ceparios, productos
comerciales y particularmente del tracto digestivo de animales acuaticos (ver.
Newaj-Fyzul et al., 2014). Diversos estudios en organismos acuaticos han
establecido que la microbiota asociada al TGl participa en varias funciones de
nutricion y provision de vitaminas al huésped y colabora en el mejoramiento del
sistema de defensa previniendo la colonizacion de bacterias patégenas (Prieur et
al., 1990; Moriarty 1998). Otra fuente de cepas se puede obtener de colecciones de
cultivos de bacterias y productos comerciales (ver. Newaj-Fyzul et al., 2014). Se ha
sugerido que los agentes probiodticos deben ser aislados preferentemente del TGl
debido a que estas bacterias estan adaptadas a tolerar condiciones extremas en el
tracto digestivo, ademas de que poseen la habilidad de adherirse a la superficie
intestinal (Caipang et al., 2010). Las bacterias probidticas que se extraen mas

comunmente del tracto digestivo de animales incluyen los géneros Lactobacillus,
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Bacillus, Bifidobacterium y Enterococcus, (Ouwehand et al., 1999). En el caso de
bivalvos marinos, por sus habitos alimenticios filtradores, concentran una mayor
carga de bacterias que otros invertebrados marinos (Prieur et al., 1990; Araya et al.,
1999), por lo que representan una buena fuente para la busqueda de bacterias con
potencial probidtico. Por ejemplo, Campa-Cérdova et al. (2009a, 2011) evaluaron
una cepa aislada del TGl de N. subnodosus (NS61) y una mezcla de bacilos
aislados del camaron L. vannamei (cepa YC58) y el ostidon de placer C. corteziensis
(cepa YO12-1) en larvas y juveniles también de C. corteziensis, reportando una
mejora significativa en la supervivencia de larvas, y en el crecimiento y actividad de
la enzima superoxido dismutasa (SOD) de juveniles. Asi mismo, Aguilar-Macias et
al. (2010) y Granados-Amores et al. (2012) reportan el uso benéfico de cepas
probidticas aisladas de bivalvos marinos en la acuicultura de bivalvos. Luis-
Villaserior et al. (2013) también reportan un incremento en la supervivencia, pero en
de larvas del camardn L. vannamei con una cepa aislada del ostiéon C. corteziensis
(cepa YO12-1) a dos concentraciones (1 x 10* UFC mL'y 1 x 108 UFC mL™").
Recientemente, Sanchez-Ortiz et al. (2015) aislaron y seleccionaron la cepa Bacillus
subtilis del TGI de la almeja pata de mula Anadara tuberculosa, reportando que esta
bacteria tuvo un efecto benéfico sobre el crecimiento y respuesta inmune del
camaron L. vannamei en concentraciones de 1 x 10° UFC mL-". También
recientemente Luna-Gonzalez et al. (2015) aislaron del TGl de C. gigas, C.
corteziensis y A. maura bacterias con potencial probiotico para su uso con moluscos
bivalvos, encontrando dos cepas potenciales: Bacillus licheniformis (BCR 4-3) y
Leuconostoc mesenteroides (BALCR 5-2 y BALOR 2-3).

Durante el proceso de seleccion de microorganismos probidticos es
necesario realizar una serie de bioensayos in vitro e in vivo. Un primer paso a seguir,
y de uso muy comun y eficiente, es retar in vitro a las cepas contra las cepas
patégenas del hospedero, mediante pruebas sobre medios sdlidos o liquidos, en
donde se evalua la capacidad de las cepas o de los productos extracelulares de

éstas (metabolitos secundarios) para inhibir a las bacterias patégenas (Verschuere



17

et al., 2000). Los primeros estudios con bacterias marinas productoras de
sustancias antimicrobianas fueron realizados por Rosenfeld y Zobell, (1947). Desde
entonces, la busqueda, aislamiento y caracterizacion de bacterias nativas con
actividad antagonica sobre microorganismos patdégenos marinos y terrestres, se ha
realizado en diversos habitats como agua de mar, sedimentos, fitoplancton,
vertebrados e invertebrados (Riquelme et al., 1997). Aunque esta primera etapa de
seleccion es efectiva, se debe tener cuidado ya que la ausencia de inhibicién no es
un criterio suficiente para descartar otras cepas como candidatas a probiéticos
(Verschuere et al., 2000). Existen otros criterios que se deben tomar en cuenta como
la adhesion al TGl (Balcazar et al., 2006), la habilidad de los microorganismos para
colonizar el tracto digestivo es considerada como uno de los principales criterios de
seleccion de bacterias probidticas, ya que esta habilidad pretende reducir o prevenir
la colonizacion de patogenos (Vine et al., 2004. Los modelos in vitro para determinar
la adhesidon bacteriana son indispensables y nos ayudan a seleccionar cepas con
potencial probiodtico (Ouwehand y Salminen et al., 2003). Otro de los criterios que
se deben tomar en cuenta para la seleccion de cepas probidticas es que sean
seguras tanto para el hospedero como para el consumidor final, es decir, no deben
ser patogénicas, ya que algunas bacterias producen hemolisis, y las bacterias
hemoliticas son capaces de sintetizar exotoxinas que provocan la lisis parcial o total
de los eritrocitos de la sangre de diferentes animales (Zamora-Rodriguez, 2003), lo
cual puede causar dano al hospedero y al consumidor final, por lo que es necesario
realizar pruebas de actividad hemolitica. Adicionalmente se deben tomar en cuenta
caracteristicas como la produccién de enzimas extracelulares y nutrientes por parte
de las bacterias (ejemplo los Bacillus spp.). Se ha reportado que estas cepas
producen enzimas como amilasas, proteasas y celulasas que mejoran la digestion
y absorcion de nutrientes (Kumar et al., 2006), incrementando la tasa de crecimiento

de los organismos marinos (lrianto y Austin, 2002).

Por otra parte, se deben realizar pruebas in vivo para determinar la viabilidad

del probidtico, mediante bioensayos en las diferentes etapas del desarrollo de los
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hospederos para evaluar su efecto sobre el crecimiento, supervivencia y respuesta
inmune, asi como en la calidad del agua de los cultivos (Newaj-Fyzul et al., 2014).
Una manera de evaluar el efecto probidtico sobre la respuesta inmune del
hospedero es hacer bioensayos in vivo contra patégenos mediante infecciones
experimentales conocidas como retos, con la finalidad de determinar la capacidad
de la cepa probidtica de proteger a las hospederos, en donde los patégenos se
pueden introducir por inmersion al agua de cultivo, por via oral en el alimento o

directamente en el organismo (Verschuere et al., 2000).
2.3 Principales microorganismos usados como probiéticos en la acuicultura

Muchos organismos marinos que incluyen bacterias, hongos, bacteriéfagos
(Park et al., 2000) y levaduras (Tovar et al., 2002), son considerados como virtuales
fuentes promisorias de substancias bioactivas. Hallazgos de nuevos
microorganismos marinos muestran la existencia de cepas nativas que producen
una variedad de metabolitos secundarios quimica y bioloégicamente interesantes
para el desarrollo y produccidon de nuevos compuestos de importancia en la industria
farmacolégica, cosmética, de suplementos nutricionales, agroquimicos, bioldgica,
entre otras (Ledn et al., 2010). Las bacterias son uno de los grupos mas usados
como probidticos en la acuicultura (Newaj-Fyzul et al., 2014). La primera historia
exitosa de seleccion de probidticos del medio acuatico ha sido lograda con larvas
de crustaceos; Nogami y Maeda (1992) aislaron una cepa bacteriana que reprime
el crecimiento del patégeno Vibrio sp. e incrementa la produccién de larvas del
cangrejo Portunus trituberculatus. Las bacterias gram-negativas probidticas usadas
en la acuicultura pertenecen generalmente a los géneros Aeromonas sp.,
Alteromonas sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., Neptunomonas sp.,
Pseudomonas sp., Roseobacter sp., Shewanella sp., Synechococcus sp.,
Thalassobacter sp., Vibrio sp. y Zooshikella sp. También bacterias gram-positivas
son usadas como probiéticos en la acuicultura y pertenecen a los géneros
Arthrobacter sp., Bacillus sp., Brevibacillus sp., Carnobacterium sp., Enterococcus

sp., Lactobacillus sp., Lactococcus sp., Micrococcus sp., Rhodococcus sp.,
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Streptococcus sp., Streptomyces sp., Vagococcus sp. y Weissella sp. (Austin et al.,
1995; Verschuere et al., 2000; Sullivan 2001; Newaj-Fyzul et al., 2014).

Los géneros mas usados en la acuicultura son Bacillus sp. y Lactobacillus sp.
Los primeros se caracterizan por formar esporas (Hong et al., 2005), mejorar la
absorcion de alimentos en el hospedero, producir diversas enzimas extracelulares,
mejorar la digestibilidad del alimento (Kumar et al., 2006) y degradar la materia
organica del ambiente mejorando la calidad de agua en los cultivos (Nimrat et al.,
2012). Una revision mas amplia del uso benéfico de este género en la acuicultura
se puede consultar en Nemutanzhela et al. (2014). Por otro parte, las bacterias acido
lacticas (BAL), que incluyen al género Lactobacillus sp., se caracterizan por producir
sustancias antimicrobianas que inhiben a las bacterias patdégenas, por lo cual se
proponen como agentes efectivos para el control biolégico en la acuicultura
(Gatesoupe 1999; Balcazar et al., 2006). Esto debido a que este género mejora la
respuesta inmune y la resistencia ante enfermedades por bacterias patégenas,
incrementan la disponibilidad de nutrientes y el uso de algunos carbohidratos no
digeribles (Fuller, 1989; Gatesoupe, 1991a). Este género se caracteriza también por
no formar esporas, ser catalasa negativo, producir acido lactico como producto
principal de su metabolismo fermentativo, y habitar generalmente en el TGI de
diversos organismos (Hassan y Frank, 2001). Las bacteriocinas producidas por las
BAL son las que tienen un mayor interés, ya que tienen el estatus de QPS (qualified
presumption of safety), por lo que son considerados como microorganismos seguros
para la salud. Es importante mencionar que estos microorganismos son los mas
utilizados como probidticos en la acuicultura (Gémez-Gil et al., 2000; Balcazar et al.,
2006), y existen numerosos trabajos en los que se han evaluado como probi6ticos
en ese campo (ver Newaj-Fyzul et al., 2014). Por ejemplo Lactobacillus acidophilus
fue evaluada en juveniles de la ostra perlera P. margaritifera, y se logré incrementar
la supervivencia y mejorar el crecimiento en talla y peso, a comparacion del grupo
control que solo fue alimentado con la microalga Chaetoceros calcitrans (Subhash

y Lipton, 2007). En juveniles de C. corteziensis se evalué una cepa de Lactobacillus
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sp. NS61 aislada de N. subnodosus y se incrementd significativamente el
crecimiento con respecto al control (Campa-Cdérdova et al., 2009a). Finalmente, con
esta misma cepa (NS61) en concentraciones de 1 x 108 UFC mL~" se encontraron
altos porcentajes de supervivencia, y mejoras en el crecimiento medido en talla y

peso humedo total en juveniles de P. mazatlanica (Aguilar-Macias et al., 2010).

2.4 Evaluacién de probiéticos en la acuicultura de larvas y juveniles de

bivalvos marinos

Existen diversos trabajos y revisiones sobre la importancia y utilidad en el uso
de los probidticos en la acuicultura (Gatesoupe, 1999; Verschuere et al., 2000;
Balcazar et al., 2006; Vine et al., 2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Prado et al.,
2010; Lara-Flores 2011; Singh et al., 2013; Pandiyan et al., 2013; Newaj-Fyzul et
al., 2014).

2.4.1 Larvas

Una revision enfocada unicamente al uso de probiéticos en bivalvos marinos,
particularmente en larvas, es reportado por Prado et al. (2010). Los autores
describen su aplicacién y modos de accion, y enfatizan en la necesidad de seguir
trabajando con estos para encontrar una cepa, o mezcla de cepas, con actividad

probidtica, capaces de ayudar a estabilizar la microbiota de las larvas.

Recientemente, Campa-Cdrdova et al. (2011) realizaron un trabajo para
evaluar el efecto de bacterias probidticas en el cultivo larvario del ostion de placer
C. corteziensis, utilizando como probidticos bacterias acido lacticas (cepa NS61)
aisladas de N. subnodosus, bacilos aislados de L. vannamei (Pseudomonas
aeruginosa, cepa YC58) y de C. corteziensis (Burkholderia cepacia, cepa Y021).
Las cepas se evaluaron por inmersion en cultivos larvarios de C. corteziensis a dos

concentraciones diferentes, hasta completar el estadio pediveliger, encontrando
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mayor supervivencia con las cepas acido lacticas. Lim et al. (2011) y Kapareiko et
al. (2011) realizaron estudios similares dirigidos a identificar una nueva bacteria
probidtica (solo es referida como cepa OY15) aislada del TGI de organismos adultos
de Crassostrea virginica, mostrando una significativa mejora en la supervivencia
larval de la ostra C. virginica durante las dos primeras semanas de vida, que es
donde la mortalidad es mas alta. Se reporta también el efecto de protecciéon de
cuatro cepas probiodticas (Alteromonas macleodii 0444, Neptunomonas sp. 0536,
Phaeobacter gallaeciensis y Pseudoaltermonas sp. D41) en larvas de tres especies
de bivalvos: C. gigas, Ostrea edulis y Pecten maximus, retadas contra cuatro cepas
de patogenos: V. coralliilyticus, V. pectenicida y V. splendidus (Kesarcodi-Watson
et al., 2012a). Los autores concluyen que las cepas probioticas evaluadas fueron
efectivas para las larvas de las tres especies, pero que funcionan de manera
especifica en cada una de ellas y para cada cepa patdgena de Vibrio a la que fueron
sometidas. Posteriormente, estos mismos autores reportan los hallazgos de dos
cepas probidticas (Alteromonas macleodii 0444 y Neptunomonas sp. 0536)
evaluadas a dos diferentes concentraciones y de manera individual y mezcladas
sobre cultivos de larvas del mejilldn Perna canaliculus (Kesarcodi-Watson et al.,
2012b). Se concluye que las altas concentraciones evaluadas provocaron menor
crecimiento y una menor tasa de alimentacion en larvas, comparado con el grupo
control y con los tratamientos con menores concentraciones. Sin embargo, las
concentraciones mas altas protegieron a las larvas contra bacterias patégenas del
género Vibrio en un reto experimental. Karim et al. (2013) aislaron dos cepas como
probioticos a partir de organismos y sedimentos marinos, la cepa S4 identificada
como Phaeobacter sp. y la cepa RI06-95 identificada como B. pumilus; estas se
evaluaron en larvas del ostion C. virginica y encontraron que con un pre-tratamiento
de estas cepas durante 24 horas a concentraciones de 10%-108 UFC mL™" confiere
proteccibn en un reto contra V. tubiashii y Roseovarius crassostreae, cepas
patdgenas que causan severas mortalidades en larvas de esta especie. También
en larvas de P. maximus se demostré el efecto protector de la cepa probidtica X34

que se identifico como Phaeobacter pallaeciensis ante el ataque del patégeno V.
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pectenicida (Genard et al., 2014). También en larvas de P. maximus, Kesarcodi-
Watson et al. (2014) evaluaron las cepas probioticas P. gallaeciensis, A. macleodii
0444 y Neptunomonas sp. 0536, en un reto contra V. pectenicida, demostrando que
las cepas fueron mas efectivas en forma combinada debido a la sinergia, que de

manera individual.
2.4.2 Juveniles

En juveniles de moluscos bivalvos, son aun menos los trabajos realizados
sobre el efecto de los probiodticos. Subhash y Lipton (2007) demostraron el efecto
probiotico de la bacteria L. acidophilus en el crecimiento y supervivencia de juveniles
de la ostra perlera P. margaritifera. Campa-Cordova et al. (2009a) evaluaron tres
cepas probidticas (Lactobacillus sp. aislada de N. subnodosus y una mezcla de los
bacilos Pseudomonas sp. aislada de L. vannamei y B. cepacia aislada de C.
corteziensis), en juveniles de C. corteziensis para determinar su efecto en el
crecimiento, supervivencia y actividad la enzima SOD. Los autores reportan un
crecimiento significativo con Lactobacillus sp. y un incremento significativo en
supervivencia y actividad SOD con la mezcla de bacilos, concluyendo que la
microbiota benéfica aislada de invertebrados marinos mejoran el cultivo de juveniles
de C. corteziensis. Aguilar-Macias et al. (2010) realizaron un trabajo para mejorar la
respuesta y condicion de juveniles de P. mazatlanica producidas en el laboratorio,
empleando diferentes tipos de probidticos; una mezcla de dos cepas: B. cepacia y
P. aeruginosa, Lactobacillus sp., una levadura marina Yarrowia lipolytica, un
probiodtico comerciales (EPICIN®), y un antibidtico oxitetraciclina. Se encontré que
Lactobacillus sp. incrementd significativamente el crecimiento y supervivencia de
los juveniles de la ostra perlera, en comparacion con aquellos tratados con EPICIN,
oxitetraciclina y la mezcla de cepas, en donde el crecimiento fue mas lento y la
supervivencia mas baja. Mas recientemente, Granados-Amores et al. (2012)
evaluaron el crecimiento, supervivencia y actividad de la SOD en juveniles de N.
subnodosus tratados con la mezcla de las cepas probidticas B. cepacia y P.

aeruginosa, y los probiodticos comerciales EPICIN® y BACTOSAFE®. Los autores
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concluyen que los probidticos comerciales presentaron mejores indices de
rendimiento en los juveniles tratados, por lo contrario las cepas probidticas
seleccionadas presentaron menor crecimiento posiblemente por las altas
concentraciones utilizadas. Finalmente, se reporta el efecto de proteccion en
juveniles de C. virginica con las cepas probiéticas S4 identificada como Phaeobacter
sp. y la cepa RI06-95 identificada como B. pumilus, en un reto con los patégenos V.

tubiashii y Roseovarius crassostreae (Karim et al., 2013).

3. JUSTIFICACION

La produccion de larvas de moluscos bivalvos es el cuello de botella mas
importante para la produccidn sostenida y suficiente a nivel comercial en México.
Esto sucede, entre otras cosas, por enfermedades microbinanas como la vibriosis
principalmente, que es causada por bacterias patdgenas del género Vibrio. Estos
brotes infecciosos afectan etapas criticas del desarrollo ontogenético,
particularmente el inicio de la alimentacion exdégena por parte de las larvas veliger
tempranas y la metamorfésis de las larvas pediveliger tardias (postlarvas o
juveniles) causando altas mortalidades y discontinuidad en la produccion al sector
comercial. Adicionalmente a esta problematica, el uso de antibidticos debe ser
eliminado totalmente debido a diversos problemas que causan en la acuicultura
como lo son la resistencia bacteriana y la contaminacién por el desecho inseguro
de agua con estas sustancias. La accién de los probioticos es compleja y aun es
necesario entender la relacion bacteria-hospedero para asi poder establecer
protocolos de aplicacion que mejoren los niveles productivos en las diferentes
especies de bivalvos, teniendo en cuenta factores como etapas de cultivo y dosis
de administracion/dosificacion. Por ello, el presente trabajo tiene como objetivo
seleccionar in vitro bacterias con potencial probidtico y validarlas en cultivos
intensivos experimentales de larvas y juveniles de especies de bivalvos marinos de

interés comercial en la acuicultura en México.
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4. HIPOTESIS

Las bacterias aisladas del TGl de N. subnodosus y P. sterna seleccionadas in vitro

presentan caracteristicas probidticas deseables para la acuicultura.

Predicciones:

e Presentaran inhibicion in vitro contra patdgenos Vibrio spp.

e Favoreceran las tasas de supervivencia, crecimiento, fijacion de bivalvos
marinos, asi como la proteccion en retos contra vibrios patégenos.

e Conferiran beneficios especificos a cada especie de bivalvo, asi como a cada
estadio de desarrollo evaluado.

e Conferirdn mayores beneficios a las larvas y juveniles cultivados al ser
administradas de manera combinada, en comparacién con las cepas

administradas de forma individual.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar in vitro el efecto de bacterias benéficas aisladas del TGl de

Nodipecten subnodosus y Pteria sterna y su efecto in vivo en el cultivo de dos

especies de bivalvos marinos de interés comercial.

5.1.1

Objetivos especificos

Aislar, seleccionar e identificar bacterias con potencial probidtico asociadas

al TGl de los bivalvos N. subnodosus y P. sterna, mediante pruebas in vitro.

Evaluar el efecto de las bacterias seleccionadas, suministradas de forma
individual y combinadas, sobre el crecimiento, supervivencia y composicion

bioquimica de juveniles de C. sikamea.

Evaluar el efecto de las bacterias seleccionadas, suministradas de forma
individual y combinadas, sobre el crecimiento, supervivencia y fijacion de

larvas de la almeja Catarina A. ventricosus.

Evaluar el efecto de las bacterias seleccionadas, suministradas de forma
individual y combinadas, sobre el crecimiento, supervivencia y composicion

bioquimica de juveniles de A. ventricosus.

Evaluar el grado de proteccion (supervivencia y actividad de la enzima
antioxidante SOD) de las cepas probidticas seleccionadas en juveniles de A.

ventricosus durante un reto con el patégeno V. alginolyticus.
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6. MATERIALES Y METODOS

Se realizé la seleccion in vitro de cepas de bacterias con potencial probidtico,
las cuales se aislaron del TGI de N. subnodosus y P. sterna y posteriormente se
evaluaron de forma individual y combinada en cultivos intensivos de larvas y
juveniles de otras especies de bivalvos de interés comercial. Para ello, la
metodologia se dividid en dos partes generales: PARTE |. (Bioensayos in vitro) y

PARTE Il (Validacion de cepas en bioensayos in vivo).

6.1 PARTE I. Bioensayos in vitro: Aislamiento, caracterizacion y seleccién de

cepas con potencial probiético
6.1.1 Obtencién de organismos

Se obtuvieron 20 organismos adultos (62.90 £ 3.24 mm) de un cultivo
comercial de mano de ledn, N. subnodosus, ubicado en Bahia Tortugas, B.C.S,
México (27 41'N, 114 53'0). Los organismos se encontraban en sistemas de cultivo
tipo linternas, suspendidas en “long-lines” a 12 m de profundidad. Los organismos
fueron donados por la empresa Marimex del Pacifico, S.A. de C.V. Por otro lado se
obtuvieron 20 organismos adultos silvestres (87.18 £ 2.03 mm), mediante buceo
auténomo, de concha nacar P. sterna en la Caleta El Merito, en Puerto Pichilingue,
Bahia de La Paz, B.C.S., México (24°17°N, 110°20°0) (Figura 5).
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Figura 5.- Area de toma de organismos para: (1) el aislamiento y seleccion de
bacterias probitticas y (2) validar las cepas probiéticas in vivo en cultivos intensivos
experimentales.

6.1.2 Toma de muestras del TGI

Antes de realizar la diseccidn, los organismos de cada especie fueron
depurados por 72 h (Lee et al., 2010a) para asegurar lo mayor posible el aislamiento
de la microbiota residente del TGI de los organismos. Posteriormente se realizo la

diseccion de los organismos bajo condiciones asépticas para extraer el TGl (Figura
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6). Finalmente se hizo un homogenizado y macerado de los organismos, por
especie, con ayuda de un homogeneizador de motor inalambrico para tejido (Cat.
#431-0100; VWR, Radnor, PA, E.U.A.) con pistilos de un solo uso (Cat. #431-0094;
VWR) y tubos tipo eppendorf de 1.5 mL (Cat. #431-0096; VWR).

" 1

Figura 6.—- Toma de muestra del tracto gastrointestinal (TGI) de N. subnodosus
(almeja mano de ledn) y P. sterna (concha nacar)

6.1.3 Aislamiento de bacterias

Se tomd 1 mL del homogenizado (solucidn stock) y se realizaron diluciones
seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) en tubos tipo Falcon estériles con solucion salina
esteéril al 2%. Posteriormente se diseminaron alicuotas de 0.1 mL de las diluciones
y la solucidn stock, por duplicado, y se realizé la siembra por el método de dispersion
sobre la superficie de placas Petri, previamente rotuladas y preparadas con los
siguientes medios de cultivo: Agar marino 2216 (#212185 Difco, BD & Co., Franklin
Lakes, NJ, E.U.A), Agar Man, Rogosa y Sharp (MRS) (Cat. #288210; Difco, BD &
Co., Franklin Lakes, NJ, E.U.A) y Agar Rogosa (Cat. #248020; Difco, BD & Co.),
estos tres ultimos adicionados con 2% de NaCl (Cat. #24902; Fermont, E.U.A.). Las
placas se incubaron a 35°C durante 24 h. Para el caso de bacterias anaerobias, la
incubacion se realizé en jarras de anaerobiosis con el sistema GASPACK (BBL), a
35°C por un tiempo de entre 48-72 h. Adicionalmente se tomé una parte de la

solucion stock y se colocé en tubos Falcon de 15 mL y se incubaron a 100°C por 10
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min, con la finalidad de eliminar células vegetativas bacterianas y dejar aquellas que
formen esporas, como los Bacillus sp. Después del tiempo de incubacién se
tomaron alicuotas de 0.1 mL y se sembraron por el método de dispersion, mientras
que otra muestra se sembrd por el método de estria cruzada, ambos en medio
Tripticasa Soya Agar (TSA) (Cat. #210800, BD-Bioxon, Franklin Lakes, NJ, E.U.A),

adicionado con 2% de NaCl. Posteriormente se incubaron a 35°C por 24 h.
6.1.4 Purificacion de bacterias

La purificacién de las cepas se llevo a cabo de acuerdo a la morfologia
externa de las colonias, tomando en cuenta el tamafo: grande (diametro mayor a 1
mm), mediana (aprox. igual a 1 mm) y pequefia (menor a 1 mm), color, superficie
(brillante, lisa, granular, rugosa), consistencia (viscosa, mantecosa), densidad
(opaca, transparente), forma, elevacion y margen (Figura 7). Esto se realiz6
mediante el método de estria cruzada. Las cepas aisladas se conservaron en tubos
criogénicos con caldos MRS y Tripticasa Soya Caldo (TSC) (Cat. #211670, BD-
Bioxon, Franklin Lakes, NJ, E.U.A), segun el caso, adicionados con glicerol al 30%
como crioprotector. Los tubos se preservaron en cajas criogénicas a —80°C para su

uso posterior.
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Figura 7.— Purificacion de cepas de acuerdo a su morfologia colonial.

6.1.5 Actividad hemolitica en eritrocitos de las bacterias aisladas

Para determinar la actividad hemolitica de las bacterias aisladas se utilizo
agar base sangre (Cat. # 211728, BD-Bioxon, E.U.A.), adicionado con 5% de sangre
humana y 2% de NaCl. Cada cepa bacteriana se inocul6 en cajas Petri preparadas
con agar sangre e incubadas a 35°C por 24-48 h. en condiciones anaerobias y
aerobias, de acuerdo a los requerimientos de cada bacteria. Los resultados se

ordenaron de acuerdo al patron de hemdlisis detallado en la Tabla I.
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Tabla |.— Patron de hemolisis descrito por Koneman et al. (2001).

TIPO HEMOLISIS CARACTERISTICAS
1. Alfa (a) Incompleta, pigmento  Se deduce a partir de una
verde zona parda a verdosa

alrededor de las colonias

2. Beta (B) Completa, pigmento Las bacterias sintetizan
blanco una hemolisina  que
origina una zona de lisis
transparente alrededor de
las mismas

3. Gama (y) Sin hemolisis Algunas bacterias crecen
en agar sangre sin
producir ningun cambio
en los glébulos rojos

4. No hemdlisis Sin crecimiento Algunas especies
bacterianas no son
capaces de crecer en este
medio enriquecido

6.1.6 Actividad hemolitica en hemocitos de las bacterias aisladas

La actividad hemolitica en hemocitos de ambas especies de bivalvos se
realizé adaptando la metodologia descrita por Chin et al. (2000) a partir de 5
organismos adultos depurados en agua de mar estéril durante 72 h. Se extrajeron
muestras de 1 mL de hemolinfa con jeringas para insulina estériles, e
inmediatamente se transfirieron a tubos eppendorf con 133 uL (3% p/v) del colorante
Rosa de Bengala (Cat. #R4507, Sigma St. Louis, MO) para tefir los hemocitos. El
contenido de cada tubo se mezclé con 15 mL de un medio agar basal: 10 g L~! bacto
peptona (Cat. #211677, Difco, BD & Co, Franklin Lakes, NJ E.U.A), 5g L' de NaCl
y 15 g L' de bacto agar (Cat. #214050, Difco, BD & Co, Franklin Lakes, NJ E.U.A),
se enfri6 a 45-50°C, y posteriormente se vacio en placa Petri. Las placas se
inocularon e incubaron por 24 h a 35°C. La actividad hemolitica se detecté mediante

la medicion del diametro de los halos claros alrededor de las colonias.
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6.1.7 Seleccion de bacterias con actividad antagénica a vibrios
6.1.7.1 Preparacion del inéculo de bacterias prueba

Para preparar el inéculo se reactivaron las cepas prueba en TSC y caldo
MRS, segun correspondia, adicionando 2% de NaCl. Para ello se tomaron al menos
de 3 a 5 colonias bien aisladas y purificadas, se transfirieron a tubos Falcon de 15
mL con 6 mL del caldo de cultivo y se incubaron a 35°C por 24-48 h bajo condiciones
aerdbicas. Posteriormente se tom6 1 mL del cultivo y se determind su densidad
optica a 540 nm en un espectrofotometro, la cual se ajusté a 1 para obtener una

concentracion aproximada final de 1 x 10° UFC mL™".
6.1.7.2 Preparacion del inoculo de vibrios

Los cuatro vibrios seleccionados (V. alginolyticus CAIM 57, V. harveyi CAIM
1793, V. vulnificus CAIM 157 y V. parahaemolyticus ATCC 17802) se prepararon de
acuerdo a la metodologia antes mencionada (seccion 6.1.7.1) en el medio de cultivo
TSC. Las cepas de referencia se tomaron de CAIM (Coleccién de Microorganismos

de Importancia Acuatica; www.ciad.mx/caim) y ATCC (American Type Culture

Collection; http://www.atcc.org). La actividad inhibitoria de las cepas aisladas fue
realizada por dos métodos (Figura 8): discos de agar (Método 1) y método del
sobrenadante en pocillos (Método 2), segun Yuan-Kun (2006). El primer método
consiste en inocular las cepas aisladas sobre toda la superficie de las placas de
agar TSA y MRS. Después de ser incubadas, durante su fase exponencial, se
extrajeron discos de agar de 6 mm de diametro y se colocaron sobre la superficie
de cajas petri preparadas con Agar Marino (Cat. #2216 Difco; BD & Co., Franklin
Lakes, NJ E.U.A), previamente inoculado con 100 pL de las cepas patégenas. Las
placas se incubaron por 48 h a 35°C. Adicionalmente, se utilizo el método 2 (pocillos)
con la finalidad de evaluar la inhibicion de los patdgenos debido al metabolito

secretado por las cepas bacterianas, y en ausencia de las células bacterianas. Para
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ello, se realizé un frotis del inéculo de Vibrio sobre cada una de las superficies de
placas de agar marino. Posteriormente se hicieron perforaciones de 6 mm de
didmetro en las placas y con pipetas de transferencia estériles se sellaron los pozos
con 10 yL de agar para que no se difundiera por la parte inferior de la placa.
Previamente las células de las cepas prueba fueron centrifugadas a 4696 x g
durante 10 min a 4°C. Se adicionaron a cada pocillo 50 uL del sobrenadante
obtenido de cada cepa prueba. Después de 15 min de reposo se incubaron las
placas a 35°C por 48 h. Ambas metodologias se realizaron por triplicado, utilizando
como control positivo el antibidtico oxitetraciclina (10 mg L' ) y como control
negativo el mismo medio de cultivo. Se midié el diametro del halo de inhibicion
formado alrededor de las cepas de prueba, considerandose positiva la prueba al
obtener halos mayores a 5mm y se compararon estadisticamente las dos
metodologias propuestas. Adicionalmente se calculd el porcentaje del efecto
inhibitorio relativo (Martinez et al., 1996) respecto al control positivo, aplicando la

expresion:

(Medida dhi)
(dhi control positivo)

x 100

(1) Efecto inhibitorio (%) =

Donde:

dhi = diametro halo de inhibicién
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Figura 8.- Metodologias para evaluar el antagonismo de las cepas seleccionadas
a Vibrio spp. (a) Método 1: Discos de agar; (b) Método 2: Sobrenadante en pocillos.

6.1.8 Enzimas extracelulares
6.1.8.1 Hidrdlisis de caseina y gelatina (produccién de proteasas)

La primera enzima se determind de acuerdo a la metodologia descrita por
Prescott (2002). Para ello, las cepas bacterianas se sembraron en un medio con
caseina que consté de dos fracciones: (1) TSA adicionado con 2% de NaCl (20 g
en 250 mL de agua destilada) y (2) Leche descremada (10 g en 250 mL de agua
destilada). Cada fracciéon se esterilizé por separado. La soluciéon de caseina se
esterilizo a 115°C durante 15 min. Posteriormente se dejaron enfriar hasta 45°C, se

mezclo y se repartio el medio en cajas de Petri. Las cepas se sembraron colocando
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un punto del cultivo en el agar y se incubaron durante 3 dias a 35°C. La lectura de
la prueba se realizé observando la aparicion de un halo transparente alrededor del
crecimiento bacteriano, que es cuando la bacteria es capaz de hidrolizar la caseina

y cuando finalmente se midio6 el halo de inhibicién.

Por otro lado, la hidrélisis de la gelatina se determindé de acuerdo a la
metodologia descrita por Prescott (2002). EI medio utilizado fue agar nutritivo
adicionado con 0.4 % de gelatina y 2% de NaCl. Se esterilizdé en autoclave por 20
min. a 115°C. Se dejo enfriar hasta 45°C y se vacio el medio en cajas de Petri.
Posteriormente se inocularon las cepas colocando un punto del cultivo en la caja de
Petri y se incub6 a 35°C de 2 a 5 dias. El revelado de la prueba se realiz6 con una
solucion de cloruro de mercurico (15 g), acido clorhidrico concentrado (20 mL), y
agua destilada (100 mL). Las placas se inundaron con 8 mL de la solucion
reveladora. Un precipitado blanco opaco indica presencia de gelatina no hidrolizada
y la formacién de una zona clara alrededor del crecimiento bacteriano indica

hidrdlisis de la gelatina.
6.1.8.2 Hidrdlisis de Tween 80 (produccion de lipasas)

Se us6 un compuesto de Tween para evaluar la presencia de lipasas, ya que
éstas son generalmente producidas en la presencia de lipidos tales como aceites,
acidos grasos, glicerol o Tweens (Gupta et al., 2004). Se empled el medio Agar-
Tween (Prescott, 2002): peptona 10 g, cloruro de sodio 5 g, cloruro de calcio 0.1 g,
agua destilada 1 L, Tween 80 (mono-oleato de polietelin sorbitan, éster del acido
oléico) 10 mL, agar 15 g, pH final 7.0-7.4. Las placas se inocularon sembrando con
una estria y otras mas con un punto de las cepas aisladas, y se incubaron a 35°C
durante 1 a 5 dias. Cuando el microorganismo es capaz de hidrolizar el Tween 80
aparece en el medio de cultivo un precipitado opaco alrededor del crecimiento
bacteriano, debido a la combinacion del Ca?*y los acidos grasos liberados por la
hidrdlisis. Cuando la bacteria no presenta la capacidad para hidrolizar el Tween no

se observa el precipitado.
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6.1.8.3 Hidrdlisis de almidén (produccion de amilasas)

Esta parte se realizé siguiendo la metodologia descrita por Cowan y Steel
(1993). Se utilizé agar almidén (peptona 10 g, NaCl 2%, extracto de carne 5g,
almidon soluble 2 g, agar-agar 20 g y agua destilada 1000 mL. pH 7.2). Se
inocularon dos puntos en la superficie de la placa y posteriormente se incubaron
durante dos dias a 35°C. La lectura se realizé anadiendo 10 mL de lugol sobre las
placas. Se considero el resultado positivo cuando se observo la formacion de un

halo claro alrededor de las colonias.
6.1.8.4 Hidrdlisis de celulosa (produccion de celulasa)

La hidrdlisis de celulosa se evalud a partir del analisis cualitativo de actividad
celulolitica mediante la aplicacion del tinte rojo Congo (Ariffin et al., 2006). Las
bacterias se inocularon en placas con medio TSA suplementado con 2% de NaCl y
con carboximetilcelulosa (CMC) 1%. Se incubd a 35°C por 3-4 dias. Transcurrido el
tiempo de incubacion se revelo la prueba inundando las placas con solucion de rojo
Congo 1% en agitaciéon constante durante 10 min a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se descarté el exceso de colorante y se lavé dos veces con
NaCl 0.8M durante 5 min en agitacion. La degradacion se observd en halos de

degradacién alrededor del cultivo bacteriano (Wood et al., 1988).
6.1.9 Curva de crecimiento

Con base en la seleccion previa de los aislados bacterianos, se realizé una
curva de crecimiento (absorbancia vs tiempo) de estos, para conocer sus fases de
adaptacion (exponencial y estacionaria), ya que en la fase exponencial es en la cual
se manejan los aislados. Para esto se preparé medio TSC y MRS caldo con 2% de
NaCl, el cual fue inoculado con 20 uL del stock de cada uno de los aislados y se
incubaron a 35°C. Se determind la absorbancia (540 nm) a las 6, 24, 48, 72 y 96 h
en un espectrofotometro Thermo Spectronic Genesys 2 (Thermo Scientific,

Rochester, E.U.A). El cambio entre la intensidad de luz que incide en el cultivo (lo)
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y la transmitida (I) se registra en el espectrofotometro como absorbancia (A) o
densidad o6ptica (D.O.), valor derivado del log del cociente entre lo y | de la luz
transmitida por la suspensién, A = log lo/l (Acebo-Gonzalez y Hernandez-Garcia,
2013).

6.1.10 Pruebas bioquimicas primarias

Con la finalidad de determinar de manera presuntiva el género de las

bacterias aisladas se procedio a realizar las siguientes pruebas bioquimicas.
6.1.10.1 Tincién de Gram

Se realizo la tincion de Gram (Gram, 1884) a los aislados que no presentaron
actividad hemolitica positiva en la prueba de antagonismo contra vibrios. Para este
analisis se uso6 un kit comercial (Cat. # 212539, BD & Company, Franklin Lakes, NJ
E.U.A). Lo anterior sirvié para determinar si los aislados eran de tipo Gram (+) o
Gram (-). Ademas, se determiné la forma celular caracteristica de cada bacteria
mediante su observacion bajo el microscopio (cocos, bacilos, espirilos y
espiroquetas) (MacFaddin, 2003).

6.1.10.2 Oxidasa

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas, la cual
tiene su origen en un sistema citocromo-oxidasa que activa la oxidacion del
citocromo para reducirlo por el oxigeno molecular y producir agua o peréxido de
hidrogeno, segun la especie bacteriana (Steel, 1961). Asi mismo, la presencia de
oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya que ésta degrada el peréxido de
hidrégeno que se produce como consecuencia de la reduccidén del oxigeno y cuya
acumulacion es toxica. Se impregnan discos de papel con parafenilandiamina y se
coloca en un cultivo creciendo en placas de agar nutritivo. Si las células contienen
citocromo c oxidasa, el reactivo se vuelve de color violeta o purpura, si no es asi, el

disco se queda incoloro (MacFaddin, 2003).
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6.1.10.3 Catalasa

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los microorganismos
que poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido
de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas. La
catalasa es una enzima que protege a las células frente al perdxido de hidrogeno
producido en el metabolismo del oxigeno (Shimizu et al., 1984). Cataliza la
formaciéon de agua y oxigeno a partir del peréxido de hidrégeno. La actividad
catalasa se detecta afiadiendo unas gotas de perdxido de hidrogeno sobre las
colonias en placa que no sea de agar sangre (daria falsos positivos). La produccion

de burbujas indica la presencia de la enzima (MacFaddin, 2003)
6.1.10.4 Formacion de esporas

La endoespora bacteriana es una estructura altamente deshidratada y rigida,
que es formada por algunos bacilos Gram positivos. Los géneros bacterianos de
interés en medicina veterinaria que son capaces de formar endoesporas son
Bacillus y Clostridium (Sonenshein, 2000). Estos responden de manera diferente a
las condiciones ambientales que inducen la formacién de la espora. Se preparan
dos frotis fijos a partir del cultivo, uno de los cuales fue tefido con la tincion de Gram
y el otro con la tincion de verde de malaquita. En la tincion de Gram las esporas se
observan como cuerpos refringentes sin tefir, mientras que con la tincion de
malaquita las esporas se observan de color verde (Bartholomew y Mittwer, 1950)
Adicionalmente se utilizé otra metodologia, para identificar a las cepas formadoras
de esporas por medio de calentamiento, ya que las endoesporas resisten las altas
temperaturas, la desecacion y la radiacion. Las endoesporas pueden sobrevivir al
calentamiento y originar nuevas formas vegetativas en un medio de cultivo. Esta
metodologia esta basada en la técnica descrita por Travers et al. (1987), para ello,
se inocul6 un tubo de caldo con una suspension presuntiva de bacterias formadoras

de esporas, la cual se calenté a 100°C durante 10 min, posteriormente fue enfriadas



39

e incubada en un medio de cultivo TSA a 35°C. El crecimiento de células después

de la incubacion es considerado un resultado positivo.

6.1.11 Pruebas de hidrofobicidad
6.1.11.1 Rojo Congo

Las cepas aisladas y seleccionadas previamente se cultivaron en medio TSA
con 2.0% de NaCl, adicionado con 0.03% de rojo Congo. Cada aislado se sembro
por el método de estria cruzada y se incub6 a 35 °C por 24 h. Se considerd un
resultado positivo cuando las colonias adquirieron coloracidn rojiza oscura, y
negativos cuando tomaron coloraciones de blanco a translucido (Sharma et al.,
2006).

6.1.11.2 Método de Adhesién Bacteriana a Hidrocarburos (Microbial Adhesion
To Hydrocarbons, MATH)

Se siguio la metodologia descrita por Rosenberg (1984) para evaluar la
adhesion bacteriana. Las cepas fueron crecidas en MRS caldo y TSC a 35°C por
24-48 h segun corresponda. Las células de cada cultivo fueron lavadas con PBS
estéril por centrifugacion, en tres ocasiones, y posteriormente el cultivo se llevo a
una densidad optica de 1 a 540 nm (10° UFC mL"). Cuatro mililitros de la
suspensioén se transfirieron a tubos tipo falcén de 15 mL y se mezclaron con 1 mL
de xileno. Los tubos fueron agitados en un vortex por 2 min a maxima velocidad.
Después de la mezcla, se dejaron reposar por 10 min para asegurar la separacion
de la fase acuosa y la organica. Finalmente se extrajo cuidadosamente 1 mL de la
fase acuosa y se determind su densidad oOptica a 540nm. El porcentaje de

hidrofobicidad se midi6é con la siguiente formula:

(DOj — DOy)

Do, X 100

(2) H (%) =
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Donde:

H = hidrofobicidad
DOi = densidad optica de la suspension antes de la mezcla
DOs = densidad 6ptica después de la mezcla

Cada prueba fue realizada por triplicado. La cepas fueron consideradas como
muy hidrofébicas cuando los valores fueron mayores al 50%, ligeramente
hidrofobicas cuando los valores estuvieron entre un rango de 20-50%, e hidrofilicas

cuando los valores fueron menores al 20% (Mattos-Guaraldi et al., 1999).
6.1.11.3 Medida del Angulo de Contacto (Contact Angle Meter testing, CAM)

Con el objetivo de corroborar la hidrofobicidad de las cepas seleccionadas,
se utilizé el método de la gota yacente para obtener la medida del angulo de
contacto entre una capa de bacterias y una gota de agua destilada. Este método ha
sido empleado para evaluar la hidrofobicidad de microorganismos (Mozes y
Rouxhet, 1987). Para obtener la CAM, se filtré una solucion de células previamente
enjuagadas con agua destilada estéril a través de un filtro de acetato de celulosa (2
pMm) mediante presion negativa, hasta la deposicion de una capa de bacterias sobre
el filtro. Posteriormente, se obtuvieron los resultados de angulos de contacto
mediante la técnica de la gota yacente con agua destilada estéril como solvente. La
medida del angulo de contacto se realizé con un sistema modificado basado en un
goniémetro (instrumento que realiza mediciones estaticas y dinamicas de los
angulos de contacto que se forma entre la gota de agua depositada sobre una
superficie y esta superficie (Burckhardt, 1985) tomando una foto de la gota con
ayuda de un lente de microscopio y una camara digital (Figura 9). Posteriormente
las medidas de los angulos de contacto se realizaron con ayuda del software ImageJ
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, E.U.A.). Cada

valor de angulo de contacto (8) obtenido proviene del promedio de 5 medidas, tanto
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en el lado derecho, como en el lado izquierdo de la gota de agua sobre la capa de

bacterias.

Cepa
bacteriana

Figura 9.- Medicion de angulo de contacto entre una gota de agua destilada y una
capa de bacterias (Mozes y Rouxhet, 1987), medido con un sistema modificado
basado en un goniémetro.

6.1.12 Identificacion molecular de las cepas con potencial probiético

Primeramente, el ADN total fue extraido de un cultivo inoculado de una
colonia aislada de cada una de las cepas seleccionadas en el presente trabajo (RL5,
C3, PB1-1, PB1-5 y PB1-6). Para ello, se utilizd el kit Fast DNA SPIN KIT
(Biomedicals MP, Santa Ana, California, E.U.A.). EI ADN fue purificado utilizando el
kit Gene-Clean (Biomedicals MP), de acuerdo al procedimiento descrito por el
fabricante y su cantidad fue determinada por medio de una lectura en un
nanofotometro (Implen, Munich, Alemania). Se emplearon los oligos 120F
(actggcggacgggtgagtaa) y 518R (cgtattaccgcggctgcetgg), los cuales amplifican la
region V3/V4 del 16s rRNA. La amplificacion se llevo a cabo en volumenes de 25
ML conteniendo 100 ng de ADN, 1.5 mM de MgCI2, 0.5 uM de cada oligo, 0.2 mM
de cada dNTP y 1 U de Taq polimerasa en 20 mM de Tris/HCI (pH 9.0). Las
reacciones se llevaron a cabo utilizando el siguiente programa: (1) Un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 min, treinta ciclos desnaturalizando a 95 °C
por 1 min, alineando a 55 °C por 1 min y extension a 72 °C por 1:30 min y (2) Un

ciclo a 72 °C por 10 min como paso final. Los productos se purificaron utilizando el
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kit QUIAquick PCR kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
productos obtenidos en el termociclador se verificaron en gel de agarosa al 2%. Los
geles se tifieron con una solucion de bromuro de etidio y se documentaron en un
foto-documentador (Molecular Imager R Gel Doc TM. XR +, Biorad). EI ADN se
cuantificé realizando mediciones directas en un nanofotometro (Implen). Para la
secuenciacion se prepararon alicuotas del ADN a una concentracion de 1.3ng pL™
y se secuenciaron en la compafia GenWiz (NJ, E.U.A). Finalmente, las secuencias
de nucledtidos se analizaron en la base de datos de la National Center for
Biotechnology Information (NCBI) utilizando la plataforma BLASTn, aplicando la
matriz BLOSUM 62, tomando como validas las comparaciones cuyos porcentajes
de cobertura e identidad fuesen superiores al 95%. Se utilizé como estadistico un

e-valor inferior a 0.000001.

El arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S rRNA para las
bacterias aisladas, fue construido empleando el software MEGA 5.0 (Tamura et al.,
2011) y fue inferido usando el método de Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de Maximum Composite
Likelihood (Tamura et al., 2004). El analisis incluy6 a 5 secuencias de nucleotidos.
Todas las posiciones que contienen espacios vacios y datos perdidos fueron

eliminadas. Hubo un total de 417 posiciones en el ultimo conjunto de datos.
6.1.13 Preservacion de cepas con potencial probiético

Las cepas aisladas se conservaron en tubos criogénicos de 1 mL estériles
con caldos MRS y TSC, segun el caso, adicionados con un crioprotector de glicerol
al 30%. Para ello, se mezclaron en cantidades iguales la suspension de cultivo
bacteriano (400 uL) y el crioprotector (400 uL) en un tubo de 1 mL. La concentracion
celular se fijo entre 10% a 10° células mL~". Los tubos se colocaron en cajas
criogénicas que se transportaron hasta el congelador a —80°C, para su uso

posterior.
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6.2 PARTE Il. Bioensayos in vivo: Evaluacion de cepas seleccionadas con

potencial probiético en larvas y juveniles de moluscos bivalvos

Se evaluaron las cepas aisladas y seleccionadas in vitro, en dos especies
de moluscos bivalvos marinos de importancia comercial: el ostion Kumamoto (C.
sikamea) y la almeja Catarina (A. ventricosus). Los bioensayos se evaluaron en
diferentes etapas de la ontogenia de cada especie (larvas y juveniles). A

continuacion se detalla la metodologia usada para cada especie por estadio.
6.2.1 Obtencion de juveniles de C. sikamea

Los juveniles del ostion Kumamoto C. sikamea fueron donados por la
empresa ‘Acuacultura Robles, S.P.R de R.I, localizada en La Bahia de La Paz,
B.C.S., México (Figura 5) y llevados al Laboratorio de Cultivo de Moluscos del
CIBNOR para ser acondicionados por una semana antes de ser utilizados en el
bioensayo correspondiente. El acondicionamiento se realiz6 en taras rectangulares
plasticas de 80 L con recirculaciéon de agua, sistema tipo surgencia, adaptadas
particularmente para muestras mas pequefas de juveniles de bivalvos (Figura 10).
La temperatura se mantuvo en 23 + 1°C y la salinidad en 38 y se administré una
racion diaria de |. galbana y C. calcitrans (1:1) a 150 x 103 células mL™", con

recambios diarios de agua.
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Figura 10.- Unidades de Pre-engorda de semillas de moluscos con tamario
representativo, constituidas por una caja contenedora plastica y cilindros de
surgencia con falso fondo de malla plastica construidos con tuberia PVC de 4y 6 "
que operan manteniendo un flujo ascendente y recirculante por medio de
aerosifones (Disefio: Mazén-Suastegui 2014, CIBNOR, S.C.).

6.2.2 Obtencién de reproductores y larvas de A. ventricosus

Los reproductores de A. ventricosus se recolectaron maduros en Bahia
Magdalena, B.C.S., México (24°35'N 112°00'0), y fueron donados por la empresa
SISTEMAR (Figura 5). Se aplicaron las técnicas descritas por Mazdn-Suastegui et
al. (2005) para la obtencion y cultivo de las larvas. Brevemente, los reproductores
fueron inducidos al desove mediante choques térmicos entre los 17 y 29°C (en
intervalos de 30 min en cada temperatura; maximo tres choques). Una vez inducido
el desove, los reproductores fueron colocados de manera individual en
contenedores plasticos de 4 L con agua de mar filtrada a las temperaturas indicadas
para cada especie. Una vez separados los gametos por sexo, se tamizaron
suavemente las suspensiones de ovulos utilizando un tamiz de 100 um, para
eliminar restos fecales y contaminantes de los adultos y luego fueron pasados por
otro tamiz de 20 ym para recolectarlos Para la fertilizacion se agregaron los gametos
en un contenedor plastico de 10 L y se agregaron 2 mL de esperma de 3 0 4 machos

por 1 mL de suspensiéon de o6vulos. El contenido de huevos fertilizados del



45

contenedor se homogenizo y después se observaron al microscopio para confirmar
el estado de los évulos y calcular el numero de ellos (fecundidad). Finalmente, los
gametos fertilizados se sembraron en un tanque de fibra de vidrio de 1500 L a una
densidad de 40 huevos mL~! con agua de mar filtrada (1 ym) y tratada con UV a
una temperatura de 23 £ 1 °C y 37 + 0.5 de salinidad por un tiempo de 24 h para
asegurar la eclosion de larvas veliger o “D”. Los tanques se manejaron por duplicado
y fueron provistos de aireacion ligera durante el desarrollo. Se hicieron

observaciones para evaluar el estado de los embriones durante su desarrollo.
6.2.2.1 Seguimiento del desarrollo larvario

El cultivo larvario se realizé segun los procedimientos descritos por Mazon-
Suastegui (2005). Aproximadamente 24 h después de la fertilizacién, los tanques
se drenaron y la poblacion de larvas se coloco en contenedores de 10 L para realizar
el estimado referente a la tasa de eclosion de larvas veliger. Se utilizaron larvas de
72 h para reducir el indice de mortalidad natural derivado del paso de la

alilmentacion enddgena (vitelo) a la exdgena (microalgas).

Una vez que se obtuvieron las larvas veliger tempranas, se sembraron en
tanques de 1500 L, por duplicado, a una densidad de 8 larvas mL~" (dia 1 al 8) a
una temperatura de 23 £+ 1°C y 37 £ 0.5 de salinidad. En este periodo las larvas se
alimentaron con la microalga Isochrysis galbana y a partir del dia 9 en adelante se
utilizé una mezcla de I. galbana y Chaetoceros calcitrans en proporcion 1:1
suministradas a una densidad de 15 x 10° cel mL~" (inicial) a 50 x 103 cel mL™"
(final). Se realizaron recambios totales de agua a intervalos de 48 h durante el
desarrollo larvario. Durante los dias que no se efectud el recambio de agua se
restauraron las concentraciones de microalgas para compensar las consumidas el
dia anterior, ademas de tomar otros parametros como fecha y hora de alimentacion,
temperatura y salinidad. Por otro lado, durante los dias que se realiz6 el recambio
de agua, se coloco en la salida de agua una bateria de tamices de diferente apertura

de malla dentro de un rango de entre 30 um y 250 ym, y se tomaron muestras de
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cada tamiz donde se retenian las larvas para hacer observaciones de su forma y
actividad, ademas de su crecimiento diferencial por el rapido crecimiento de larvas

sanas y el lento crecimiento de larvas enfermas.
6.2.3 Obtencion de juveniles de A. ventricosus

Una vez que el 50% de la poblacion larvaria presentdé mancha ocular y pie
(aproximadamente a los 14 dias de cultivo), se comenzaron a fijar en colectores
artificiales elaborados a base de costal de fibra plastica de colores oscuros para
favorecer el asentamiento dado el caracter fototrofico negativo de las larvas. Los
colectores fueron colocados en tanques de fibra de vidrio de 1500 L, previamente
tratados al ser sumergidos en agua de mar filtrada y adicionada con microalgas,
para ayudar a generar una biopelicula de bacterias que ayudara a incrementar el
asentamiento (Uriarte et al., 2001). Durante tres semanas las postlarvas recién
fijadas se alimentaron de forma continua con la misma mezcla de microalgas
provistas a las larvas, pero ahora de 80 a 100 x 103 células mL-"'. Posteriormente,
las postlarvas (semillas o juveniles tempranos) fueron separados con la ayuda de
un chorro de agua y trasladados a unidades de preengorda tipo surgencia con
recirculacion ascendente de agua en cilindros de fibra de vidrio, donde se
mantuvieron por cuatro semanas a 23 £ 1 °C y una racion diaria de |. galbana y C.

calcitrans (1:1) a 150 x 103 células mL~! con recambios diarios de agua.
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6.2.4 Tratamiento de agua de mar para los bioensayos

El agua de mar utilizada para todos los bioensayos con larvas y juveniles de
las especies seleccionadas paso por un sistema de filtrado antes de ser utilizada en
el Laboratorio de cultivo de moluscos del CIBNOR (Figura 11), de la siguiente
manera, primero paso por un filtro de arena (A), posteriormente por un filtro de bolsa
de 5 um (B) y de 1 um (C), para después seguir por un filtro de carbdn activado (D)
y finalmente por un filtro de esterilizacion por ultravioleta (E). Adicionalmente antes

de entrar a los tanques de cultivo se paso el agua por un filtro de bolsa de 1 uym (F).

Figura 11.— Sistema de filtrado del agua de mar del laboratorio de cultivo de
moluscos del CIBNOR.

6.2.5 Cultivo de microalgas

Las microalgas Isochrysis galbana (v. aff galbana, cdédigo UTEX LB 2307,
CIBNOR) y Chaetoceros calcitrans (codigo DQ887756; IFREMER) fueron cultivadas
con agua de mar filtrada (0.5 ym; 22 °C; salinidad de 36), esterilizada por UV y
enriquecida con el medio f/2 y una solucion de silicatos para la diatomea (Guillard
1975). Ambas especies fueron subministradas por el Laboratorio de microalgas del
CIBNOR vy se cosecharon durante su fase de crecimiento exponencial, cuando

alcanzaron una concentracion promedio de 4, 000 x 103 en I. galbana y 3, 500 x 103
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en C. calcitrans. Dicha concentracion se determind diariamente mediante recuentos
celulares utilizando un hematocitbmetro o camara de Neubauer de 0.1 mm de
profundidad (Helm et al., 2006) y apartir de esas concentraciones se calcularon las

concentraciones diarias utilizadas en cada bioensayo.
6.2.6 Reactivacion de cepas con potencial probiodtico

Después del periodo de almacenamiento de las cepas de bacterias probidticas
seleccionadas (L. graminis cepa RLS5), B. cereus (PB1-1), B. flexus (PB1-5), y B.
firmus (PB1-6), todas aisladas de N. subnodosus, asi como L. plantarum (cepa C3
aislada de P. sterna), todas se descongelaron a temperatura ambiente y se tomo
una alicuota de 100 pL de suspension recuperada para ser inoculada directamente
en placa conteniendo agar MRS para Lactobacillus spp. y TSA para Bacillus spp.,
para obtener una cuenta viable de células. Se tom¢é otra alicuota de 100 uL del
material recuperado y se empled para la reactivacion de la cepa en tubos tipo Falcon
estériles de 15 mL con 10 mL de caldo de cultivo MRS (#288110, Bioxon BD,
Franklin Lakes, NJ) para los Lactobacillus spp. y TSC (# 257107, Bioxon) para los
Bacillus spp. Esto se hizo a una temperatura de incubacion de 35°C por 24-48 h,
respectivamente, pero para el caso de Bacillus spp. se incubaron en agitacion
constante (120 rpm). Posteriormente se recogieron las células por centrifugacion
(4696 x g, 10 min at 4 °C) y el precipitado se re-suspendié en una solucion salina
estéril (NaCl 2%) para lavar las células, por dos ocasiones, a las mismas
condiciones de centrifugacion. Posteriormente para el conteo celular, la solucién
bacteriana fue ajustada a una densidad Optica de 1.0 en un espectrofotometro
Thermo Spectronic Genesys 2 (Thermo Scientific, Rochester, E.U.A) a una longitud
de onda de 540 nm para obtener una concentracion aproximada de 1x10° UFC mL™"
de acuerdo al estandar de McFarland. A partir de esa concentracion, se hicieron las
diluciones pertinentes para ajustar la concentracion bacteriana requerida en los
diferentes tratamientos establecidos (1x10® UFC mL™"), que se confirmaron
mediante el conteo de UFC en placa, utilizando diluciones seriadas sobre placas de

agar correspondiente a cada tratamiento utilizado. Para esto 100 pL de cada
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dilucién se colocaron y extendieron sobre placas de Petri con TSA y MRS agar
segun corresponda. Se dejaron incubar a 35°C, para luego del periodo de
crecimiento, examinar las placas y contar aquéllas que tienen entre 30 y 300

colonias por placa.

6.2.7 Bioensayo 1: Evaluaciéon de cepas probioticas seleccionadas en la
supervivencia, crecimiento y composicién bioquimica de juveniles de C.

sikamea

Este bioensayo se realiz6 en el Laboratorio de cultivo de moluscos del CIBNOR.
Para esto se utilizaron unidades experimentales plasticas de 4 L (Figura 12)
provistos con 2 L de agua de mar filtrada (ver seccién 6.2.4) a una temperatura de
23 £ 1°C y una salinidad de 38, en cada unidad se suministr6 una fuente de aireacion
moderada. Se utilizaron 3,600 juveniles de C. sikamea, obtenidos previamente
segun se detalla en la seccion 6.2.1. En cada unidad experimental se colocaron 120
juveniles, de 6.1 £ 0.1 mm de altura de la concha y 37.3 + 0.07 mg de peso total
humedo. Los tratamientos experimentales se dividieron en: ocho tratamientos
probidticos, un grupo tratado con antibiético y un grupo control (ver Tabla Il) por
triplicado. Las unidades experimentales fueron drenadas, lavadas y suministradas
con nueva agua de mar cada 48 h. La alimentacion se fijo en una racion diaria de |.
galbana y C. calcitrans (1:1) a 150 x 103 células mL~'. Durante los recambios se
tomaron muestras para determinar la supervivencia, el crecimiento en talla y peso
himedo y seco (ver seccion 6.3.2) y la composicion bioquimica (ver seccion 6.3.4).
Todos los tratamientos probidticos, incluyendo el antibidtico, se administraron
directamente al agua en las mismas concentraciones y condiciones establecidas en

el bioensayo anterior. La duracion de este bioensayo fue de 35 dias.
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Figura 12.- Unidades experimentales de 4 L utilizadas para el cultivo de larvas y
juveniles en los bioensayos.

Tabla Il.- Tratamientos experimentales de cepas de probidticos, antibidtico y

grupo control utilizadas para los bioensayos de larvas y juveniles de A.
ventricosus y juveniles de C. sikamea.

Cepa Tratamiento
RL5 Lactobacillus graminis
C3 L. plantarum

PB1-1 Bacillus cereus

PB1-5 B. flexus

PB1-6 B. firmus

MIX-L L. graminis + L. plantarum
MIX-B B. cereus + B. flexus + B. firmus
MIX-LB MIX-L + MIX-B

AMP Ampicilina

CTRL Grupo control (sin probidticos ni antibiético)
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6.2.8 Bioensayo 2: Evaluacion de cepas probiéticas seleccionadas en la

supervivencia, crecimiento y fijacion de larvas de A. ventricosus

Para esto se utilizaron las mismas unidades experimentales plasticas del
bioensayo anterior (seccion 6.2.7) con las mismas condiciones de temperatura,
aireacion y salinidad. Las larvas producidas en el laboratorio segun el procedimiento
descrito en la seccion 6.2.2, fueron sembradas en cada una de las unidades a una
densidad de 8 larvas mL™" (160,000 larvas; 72 h de edad; 81.4 + 1 ym de altura), y
divididas en ocho tratamientos, un grupo tratado con antibiético y un grupo control
(ver Tabla Il) por triplicado. La concentracion de los tratamientos probitticos fue
ajustada a 1 x 108 UFC mL™" (ver seccion 6.2.6), y el antibiotico a una concentracion
de 10 mg L™'. Todos los grupos recibieron una alimentacién diaria con las
microalgas, de acuerdo a lo establecido en la seccion 6.2.2.1 y posteriormente cada
48 h el tratamiento con probidticos o antibidtico directamente en el agua de cultivo.
Este bioensayo se desarrollé durante nueve dias, en los cuales se realizaron
recambios al 100% de agua de mar cada 48 h. Estos recambios se hicieron con
ayuda de una bateria de tamices de diferentes tamarios de apertura de malla (30,
40, 60, 80, 100,120, 140, 180, 220 uym). Durante los recambios se tomaron muestras
de larvas para estimar el efecto de los tratamientos sobre la tasa de crecimiento y
supervivencia (seccion 6.3.1), y al final se evalud la tasa de fijacion de la semilla

(seccion 6.3.3).

6.2.9 Bioensayo 3. Evaluacion de cepas probioticas seleccionadas en la
supervivencia, crecimiento y composicion bioquimica de juveniles de A.

ventricosus

Para esto, se utilizé el mismo disefio experimental del bioensayo con larvas. Se
utilizaron un total de 3,600 juveniles (48 dias edad, 4.1 + 0.06 mm altura de la
concha; 13.3 £ 0.03 mg peso total humedo) los cuales fueron divididos en los

mismos tratamientos reportados anteriormente (Tabla Il), en cada unidad se
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colocaron 120 juveniles. Los tratamientos se manejaron por triplicado. Las
condiciones de temperatura y salinidad, para este bioensayo fueron las mismas que
para el bioensayo con larvas (ver seccion 6.2.8). Se alimentaron diariamente con
una racion de I. galbana y C. calcitrans (1:1) a 150 x 10° células mL~'. Este
bioensayo se desarrollé durante 21 dias, en los cuales se realizaron recambios al
100% de agua de mar cada 48 h. Durante los recambios se tomaron muestras para
determinar la supervivencia, crecimiento en talla y peso humedo y seco (ver seccion
6.3.2) y la composicion bioquimica (ver seccion 6.3.4). Todos los tratamientos
probidticos, incluyendo el antibiético, se administraron directamente al agua en las

mismas concentraciones y condiciones establecidas anteriormente.

6.2.10 Bioensayo 4: Evaluacion en juveniles de A. ventricosus, previamente

tratados con los probiéticos seleccionados, en un reto con V. alginolyticus.

Este bioensayo se realizdé 24 h después de la ultima dosis de tratamientos
suministrada al finalizar el bioensayo anterior (ver seccién 6.2.9). En este caso se
seleccionaron 30 juveniles al azar de cada tratamiento evaluado (5-6 mm de altura;
20-25 mg de peso humedo total) y se colocaron en unidades experimentales de 500
mL provistas con 300 mL de agua de mar filtrada (Figura 13). Los juveniles fueron
infectados con una dosis unica de V. alginolyticus (CAIM57) a una concentracion de
1 x 10" UFC mL™". Esta dosis se definid con base en la dosis letal media (DL50)
determinada mediante el analisis probit (analisis de regresion logistica) basado en
el modelo dosis-respuesta descrito por Finney (1971), usando la hoja de calculo
EXCEL (Microsoft® Excel® Ver. 14.0 para Mac. Redmond, E.U.A.). Adicionalmente
se utilizaron dos controles mas, un control negativo (CTRL-) que consistio en grupo
de juveniles sin tratamiento y sin administracion del Vibrio y un control positivo
(CTRL+) que consistio en un grupo de juveniles sin tratamiento pero con la
administracion del patdgeno. El reto tuvo una duracion de 120 h, y se realiz6 en el
Laboratorio de Bioseguridad del CIBNOR. La temperatura se fij6 en 23 £ 1°C. Los
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juveniles se alimentaron diariamente con la microalga |. galbana (80 x 10° células
mL™"). Se realizaron muestreos antes de la infeccion (T0), y durante la infeccion a
las 24, 48, 72, 96 y 120 h para determinar la supervivencia (%), haciendo un conteo
de organismos muertos. Asi mismo, se tomaron muestras para determinar el conteo
total de Vibrio al inicio y al final del bioensayo de cada tratamiento (ver seccion
6.3.6). También se tomaron muestras a las 48, 72, 96 y 120 h, para determinar la
actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) (ver seccion 6.3.5). Las

unidades experimentales no tuvieron recambios de agua durante el reto.

Figura 13.- Unidades experimentales (UE-1L) utilizadas en el reto de juveniles de
la almeja Catarina A. ventricosus con V. alginolyticus.

6.3 Parametros evaluados

6.3.1 Crecimiento absoluto (um), tasa de crecimiento (um d-') y supervivencia

(%) de larvas

En cada recambio de agua después de tamizar las larvas, éstas se
suspendieron en un contenedor de 500 mL, se homogenizaron consistentemente
(con ayuda de un homogeneizador tipo raseras circulares) y se tomaron muestras

de 1 mL por triplicado, las cuales se colocaron en una camara de conteo Sedgewick
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Rafter, para estimar el total de larvas vivas y con ello determinar la supervivencia
(%). Todo el material utilizado se enjuagé perfectamente con agua corriente previo
a su uso. De cada tratamiento se tomaron imagenes digitales, con ayuda de una
camara digital y un microscopio compuesto marca Olympus BX-41 (Olympus
Corporation Inc., Tokio, Japon) para estimar el crecimiento absoluto de las larvas,
con base en la altura promedio de la concha (0.1 um). A partir de estos datos se

determino la tasa de crecimiento (um d™7).

La tasa de crecimiento se determind con la féormula:

(Tfinal —Tinicial )
(t)

(3) Tasa crecimiento (tc) =

Donde:

T = talla inicial y final del periodo experimental
t = tiempo en dias

Las imagenes se tomaron de tres diferentes campos de la muestra, y de cada
campo se seleccionaron imagenes de 10 larvas al azar. Estas imagenes se
analizaron con la ayuda del programa Image Pro Plus® (vers. 5.1, Media
Cybernetics, Bethesda, E.U.A.) que permite determinar automaticamente las toma
de mediciones seleccionadas, previa calibracidon. Este procedimiento se realizd en

cada recambio de agua durante todo el tiempo que duraron los bioensayos.

6.3.2 Crecimiento absoluto (mm, mg), tasa de crecimiento (mm d-', mg d")

peso seco y supervivencia (%) de juveniles

En cada recambio de agua se contabilizaron el numero de juveniles de cada
especie para determinar la supervivencia (%). Asi mismo, se tomaron 30 muestras
de juveniles de cada réplica, por tratamiento, y se colocaron en una hoja de papel
milimétrico. De cada tratamiento se tomaron imagenes digitales, con ayuda de una

camara digital, para estimar el crecimiento de los juveniles a con base en los datos
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de la altura promedio de la concha (0.1 mm). A partir de estos datos se determiné

la tasa de crecimiento (mm d™).

La tasa de crecimiento (talla) se determiné con la formula:

(Tfinal —Tinicial )
(t)

(4) Tasa crecimiento (tc) =

Donde:

T = talla inicial y final del periodo experimental
t = tiempo en dias

Las imagenes se tomaron de tres diferentes campos de la muestra, y de cada
campo se seleccionaron imagenes de 10 juveniles al azar. Estas imagenes se
analizaron con la ayuda del programa Image Pro Plus (vers. 6.0, Media Cybernetics,
Bethesda, MD), que determind automaticamente la toma de mediciones
seleccionadas, previa calibracion. De manera similar, para determinar el peso
hamedo total (0.1 g), los juveniles se pesaron en una balanza analitica de precision,
con 30 muestras por tratamiento tomadas aleatoriamente. Con estos datos se

determino el peso humedo absoluto (0.1 g) y la tasa de crecimiento en peso humedo
(gd™).

La tasa de crecimiento (peso) se determino con la férmula:

(Pfinal —Pinicial )
(t)

(5) Tasa crecimiento (tc) =

Donde:

P = peso inicial y final del periodo experimental
t = tiempo en dias

Para determinar el peso seco se tomaron 30 muestras al inicio y al final de
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cada tratamiento, y se secaron en una estufa a 80°C por 48 h. Este procedimiento

se realiz6 en cada recambio de agua durante todo el tiempo que duro el bioensayo.
6.3.3 Tasa de fijacion de juveniles

Al finalizar el desarrollo larvario, cuando aproximadamente la mitad de la
poblacion alcanzé el estadio pediveliger, se evalud la etapa de fijacion de los
juveniles. Durante esta etapa, la temperatura y salinidad, asi como las
caracteristicas del mantenimiento, se mantuvieron dentro de los mismos valores
previamente reportados por especie. En todos los casos se alimentd diariamente
con la mezcla de microalgas reportada en este trabajo a concentraciones de 80 a
100 x 103 células mL~1. El manejo de los cultivos en esta etapa consistié en
recambios totales de agua de mar filtrada, cada 48 h los primeros 5 dias y
posteriormente se realizaron diariamente, colocando una bateria de tamices desde
los 180 a 280 um de apertura de malla. Durante los recambios se estimé la densidad
larvaria y el conteo de microalgas residuales para complementar las raciones de
alimento necesarias diariamente. Estos se mantuvieron durante tres semanas para
después ser contabilizados despegando los juveniles de las paredes de las
unidades experimentales, mediante chorros de agua ligeros. Del total de juveniles
recuperados se colocaron muestras de 10 mL, por triplicado, en una probeta
graduada, y de cada muestra se contabilizé su numero para estimar, por
extrapolacion, la fijacion total de juveniles. Este dato se expresé después en

porcentaje (%).
6.3.4 Analisis bioquimicos de juveniles

Se tomaron muestras de juveniles de cada especie de los diferentes
tratamientos al inicio y al final de los bioensayos, los cuales fueron almacenados a

-80°C para su analisis correspondiente.
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6.3.4.1 Descalcificacion

Primeramente, las muestras humedas de juveniles se colocaron en tubos
eppendorf de 2 mL y se les agrego solucion descalcificante (900 mL de agua, 100
mL de HCI, 0.7 g de EDTA y 0.14 g de tartrato de sodio potasio) cada hora hasta
que los tejidos se precipitaban al fondo de los tubos, en cada hora se retiraba el

sobrenadante y se reponia la solucién descalcificante.

Para las muestras de tejidos en fresco, se pes6 una porcion de
aproximadamente 0.1 g en un tubo eppendorf de 2 mL, registrando el peso del tubo,
el peso fresco del tejido y los datos de la muestra (Balanza Ohaus, AP250-D, NJ-
E.U.A). Después, las muestras se liofilizaron para obtener el peso seco y
posteriormente se rehidrataron en 3 mL de solucion isotonica (solucion salina de
NaCl 35 %), agua destilada y agua desionizada. Posteriormente, las muestras se
homogenizaron con ayuda de un homogeneizador de tejidos para obtener el
extracto de trabajo. Estos se mantuvieron en frio, por triplicado, para conservar su
integridad y se tomaron los volumenes necesarios para realizar las siguientes

pruebas:
6.3.4.2 Carbohidratos totales

Para determinar la concentracion de carbohidratos totales se utilizé6 un método
basado en Roe et al. (1957). Muestras de 0.1 mL del extracto se colocaron en un
tubo de vidrio, se agregd 1 mL de solucién de antrona 0.1% diluida en &cido sulfurico
(H2S04) al 72%. Se calentaron a bafio maria a 90 °C durante 5 min y se enfriaron

en bafo de hielo. Se leydé su absorbancia en un espectrofotometro de placas

(Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 620 nm.

Curva tipo: La solucion estandar de carbohidratos contiene 5 mg mL™", se
prepararon diluciones en proporcion 1:2, en 500 yL de acido tricloracético (ATC)
quedando concentraciones de 5, 2.5 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625, 0.078125 mg

mL~" de carbohidratos.
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La cantidad de carbohidratos se calculd con la siguiente relacién:

(Abs.sol.prob. x FD)
(m X peso de la muestra)

(6) Concentracion de carbohidratos (mg gr™1) =

Donde: m es la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucién
6.3.4.3 Proteinas totales

Se determinaron utilizando la técnica del Acido Bicinconinico o BCA
(Fujimoto et al., 1985), se basa en el principio de que las proteinas reducen los iones
cupricos a iones cuprosos bajo condiciones alcalinas. Los iones cuprosos
reaccionan con el acido bicinconinico, sal sédica (verdoso) para formar un color
morado. El color formado es proporcional al contenido proteico de la muestra. Se
utilizé una solucion reactiva comercial de Sigma (solucion de acido bicinconinico
B9643 y solucion de sulfato de cobre 11 C2284).

Para esto se tomo una alicuota de 10uL del extracto de trabajo, la cual se puso
a digerir en 100uL de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1N durante 120 minutos,
posteriormente se toman 25uL del digerido y se colocd en el fondo de una
microplaca y a la cual se le agrego el reactivo comercial de BCA. Se incubé a 60°C
durante 15 minutos y se ley6 su absorbancia en un espectrofotometro de placas

(Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 562 nm.

Se utilizé una solucion estandar con una concentracion de 2mg mL-' de
albumina bovina, la cual se diluya en proporcién 1:2 en solucion salina hasta tener
concentraciones, de 2, 1 0.5, 0.25, 0.125, .0625 y 0.03125 mg mL~"! de proteina y

solucion salina como blanco.

La concentracion de proteinas se calculd segun la formula:
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(Abs.sol.prob. x FD)
(m X peso de la muestra)

(7) Concentracidn de proteinas (mg gr—1) =

Donde: FD es el factor de dilucién y m es la pendiente en la curva tipo.
6.3.4.4 Lipidos totales

Para la determinacion de lipidos totales se empleé el método de
sulfofosfovainillina (Barnes y Blackstock, 1973), utilizando una solucion reactiva
para lipidos (fosfovainillina al 0.2% en acido sulfurico al 80%). Para esto, una
alicuota de 0.025 mL (25uL) de cada muestra se colocé en tubos de vidrio con 0.25
mL de acido sulfurico concentrado, el cual se incubé a bafo maria a 90 °C, por 10
min. Los tubos se enfriaron en bafio de hielo para posteriormente tomar 20 yL de
cada tubo y colocarlos en una microplaca (placa Elisa) de 96 pozos. Esta se dejo
incubar por 40 min a temperatura ambiente y se tomo la lectura de la placa en un
espectrofotdmetro de placas (Termo, Multiskan spectrum, Vantaa-Finlandia) a 540

nm. Se prepard una curva de calibracion, con solucion salina como blanco.

La cantidad de lipidos se calcul6 con la siguiente relacion:

(Abs.sol.prob. x FD)
(m X peso de la muestra)

(8) Concentracion de lipidos (mg gr=1) =

Donde: m es la pendiente en la curva tipo y FD es el factor de dilucién.
6.3.5 Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD)

Para determinar la actividad de la SOD, se tomaron aproximadamente 30
semillas por tratamiento las cuales fueron mantenidas en congelacion a -80°C hasta
el momento de realizar el andlisis. Se maceraron y homogenizaron 100 mg de tejido
en 0.5 mL de buffer fosfatos (50mM, pH 7.8), enseguida se centrifugo a 9327 x g
por 10 minutos a 4°C, y se recuperoé el sobrenadante con el que se realizaron los
analisis correspondientes. La actividad de la enzima SOD fue determinada usando
un kit comercial (SOD Assay Kit-WST #19160, Sigma-Aldrich, E.U.A.). Los
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resultados fueron expresados como una medida indirecta de la actividad de SOD, a
través del porcentaje de inhibicion de formacién del complejo WST-1 (water-soluble
tetrazolium) Formazan. Este kit utiliza un método colorimétrico indirecto, no mide
directamente la actividad de la SOD, sino la presencia de radicales superoxido. El
WST (water-soluble tetrazolium salt), en presencia de aniones superoxidos, forma
un complejo coloreado que se mide a 440 nm. Por tanto a mayor actividad de SOD,
menor cantidad de radicales superéxido en los tejidos y por tanto menor formacion

del complejo coloreado WST-formazan y viceversa.
6.3.6 Conteo de V. alginolyticus

Con juveniles de A. ventricosus, al final del reto se tomaron muestras de agua
de cada tratamiento evaluado para realizar el conteo de UFC mL™" de V.
alginolyticus. Para esto, se tomé 1 mL de la muestra de agua y se realizaron
diluciones seriadas (1:10, 1:100 y 1:1000) en tubos tipo Falcon de 10 mL estériles
con agua de mar estéril. Posteriormente, se diseminaron alicuotas de 0.1 mL de las
diluciones y la muestra inicial, por duplicado, y se realizé la siembra por el método
de dispersion sobre la superficie de placas Petri, previamente rotuladas y
preparadas con agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS, #265020 Difco, BD &
Co., Franklin Lakes, NJ, E.U.A.). Las placas se incubaron a 35°C durante 24-48 h.

El conteo se realiz6 aplicando la siguiente formula:

__ (No.de colonias contadas X FD)

(9) UFCmL™1 =

Volumen de siembra

Donde:

UFC mL~'= Unidades Formadoras de Colonias por miligramo
FD = Factor de dilucién
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6.3.7 Tratamiento estadistico de los datos

Se realizaron pruebas de homogeneidad de varianzas de Levene y de
bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnoff a cada réplica por tratamiento
experimental para inferir la normalidad de datos. Se utilizaron ANOVAs de una via,
junto con pruebas de rangos multiples de medias de Tukey, para detectar
diferencias significativas en los valores de crecimiento, supervivencia y tasa de
fijacion, variables bioquimicas (contenido de lipidos, proteinas y carbohidratos) y
actividad enzimatica (SOD) en funcion de los tratamientos de probioticos
suministrados. Para todos los analisis efectuados, el nivel de significancia se fijé a
una P < 0.05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los programas
estadisticos Statistica (Ver. 7.0, SoftStat Inc., Tulsa, OK, E.U.A.) y SPSS (Ver. 15.0,
SPSS Inc. by IBM Company, Chicago, IL, E.U.A.). Para los graficos se utilizo el
programa SigmaPlot (Ver. 12.3, Systat Software Inc. (SSI), San Jose, CA, E.U.A.).
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7. RESULTADOS
7.1 PARTE l. Bioensayos in vitro
7.1.1 Aislamiento y purificacion de cepas de bacterias

Se aislaron y purificaron un total de 109 tipos bacterianos, de los cuales 56

fueron del TGI de N. subnodosus y 53 aislados del tracto digestivo de P. sterna.
7.1.2 Actividad hemolitica

A las 109 bacterias aisladas y purificadas se les determiné la actividad
hemolitica. De las 56 bacterias aisladas del tracto digestivo de N. subnodosus, se
encontraron 4 con hemodlisis beta (), 8 con hemdlisis alfa (a), 37 con hemdlisis
gamma (y) y 7 que no presentaron crecimiento (s/c). Las bacterias con hemdlisis
beta y alfa fueron desechadas. Asi mismo, de las 53 bacterias aisladas del tracto
digestivo de P. sterna se encontraron 7 con hemolisis beta (), 12 con hemodlisis alfa
(a), 28 con hemolisis gamma (y) y 6 no presentaron crecimiento (s/c). De igual
manera, las bacterias con hemdlisis beta y alfa no se tomaron en cuenta para el

proceso de seleccion (Figura 14).

N. subnodosus P. sterna

Figura 14.— Proporcion de bacterias aisladas de acuerdo al tipo de hemdlisis segun
el patron descrito por Koneman et al. (2001).
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7.1.3 Actividad antagdnica

De las cepas aisladas y seleccionadas anteriormente se tomaron en cuenta
para este proceso solo las cepas que presentaron hemolisis gamma (y). Se
seleccionaron dos cepas, las cuales presentaron los mayores halos de inhibicion
contra las cuatro especies de Vibrio seleccionadas para este estudio. Los aislados
RL5 y C3 presentaron fuerte inhibicion a los vibrios, mientras que el resto de las
cepas no presentaron halos de inhibicidon, o fueron menores a 5 mm al utilizar las
metodologias de discos de agar (Met.1) y pozos en agar (Met. 2) (Tabla Ill). Los dos
aislados inhibieron a V. alginolyticus en presencia y ausencia de células, el aislado
C3 con halos de inhibicién de entre 14 y 20 mm y el aislado RL5 con halos de entre
10 y 15 mm. Para el caso de V. parahaemolyticus las dos cepas presentaron efecto
inhibitorio en ausencia de células con halos no mayores a 8 mm, como en presencia
de células con halos pequefios no mayores a 7 mm. Para V. harveyi, los aislados
RL5 y C3 presentaron inhibicion con ambas metodologias, con halos de entre 15y
19 mm de diametro en presencia de células y de entre 12 y 19 mm en ausencia de
células. Finalmente, para V. vulnificus las dos cepas presentaron inhibicion en
ausencia de células con halos de entre 6 y 13 mm de diametro, mientras que en
presencia de células solo el aislado C3 presentd inhibicidon con un halo de 14mm
(Figuras 15y 16). Para el caso de inhibicidn contra V. alginolyticus y V. harveyi, los
diametros de los halos fueron significativamente diferentes (F= 34.9) entre las dos
metodologias utilizadas, mientras que para V. parahaemolyticus y V. vulnificus,
dichas diferencias no fueron significativas (Figuras 17 y 18). El porcentaje de
inhibicion relativo de C3 fue de 83%, 33%, 84% y 64%, respectivamente, para V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi y V. vulnificus con la metodologia 1, y
de 62%, 37%, 53% y 58%, respectivamente, con la metodologia 2. Para el caso de
RL5, el porcentaje de inhibicidn para las mismas cepas fue de 67%, 20%, 68% y 0%

con la metodologia 1y de 41%, 37%, 38% y 39% con la metodologia 2 (Figura 19).



64

Tabla Ill.- Actividad antagonica de las bacterias seleccionadas en contra de cuatro vibrios patégenos marinos,
determinada por la medicién de halos de inhibicién usando dos metodologias; (1) discos de agar (Metodologia

1) y (2) pozos en agar (Metodologia 2).

Halo de inhibicion (mm * DE)

Cepa V. alginolyticus V. parahaemolyticus V. harveyi

V. vulnificus

(1) (@) (1) (2) (1) (2)

RL5 153+1.5 9.5+0.7 46+14 85+07 15620 8.7+0.3

C3 19.0+10 142+02 76+0.7 8507 193%+15 123+0.2

(1) (2)

- 89+1.2

146+05 13203
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Figura 15.- Halos de inhibicién de las cepas RL5 y C3 retadas in vitro contra las
cepas patogenas: (A) V. alginolyticus (CAIM57); (B) V. parahaemolyticus
(ATCC17802); (C) V. vulnificus (CAIM157) y (D) V. harveyi (CAIM1793) aplicando
la metodologia de discos de agar (Metodologia 1).
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Figura 16.— Halos de inhibicion de las cepas RL5 y C3 retadas in vitro contra las
cepas patogenas: (A) V. alginolyticus (CAIM57); (B) V. parahaemolyticus
(ATCC17802); (C) V. vulnificus (CAIM157) y (D) V. harveyi (CAIM1793) aplicando
la metodologia de pozos en agar (Metodologia 2).
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Figura 17.- Inhibicion en presencia (Met. 1= Metodologia 1) y ausencia de células
(Met. 2= Metodologia 2) de V. alginolyticus y V. parahaemolyticus por bacterias
aisladas de mano de ledn. Los datos expresan la media (mm) + DE (diametro de

inhibicion). Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre
tratamientos.
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Figura 18.- Inhibicion en presencia (Met. 1= Metodologia 1) y ausencia de células
(Met. 2= Metodologia 2) de V. harveyi y V. vulnificus por bacterias aisladas de mano
de ledn. Los datos expresan la media (mm) £ DE (diametro de inhibicién). Letras
diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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Figura 19.—- Porcentaje de inhibicion relativo de las cepas RL5 y C3 contra los
vibrios patégenos seleccionados. Alta inhibicion cuando porcentaje de inhibicion
relativo es >70%, intermedia entre el 50-70% y baja cuando es <50%.
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7.1.4 Actividad enzimatica extracelular

Adicionalmente, se seleccionaron tres cepas que presentaron actividad
extracelular de diversas enzimas. Las pruebas de actividad enzimatica extracelular
mostraron que los aislados PB1-1, PB1-5 y PB1-6 presentaron produccion de
diversas enzimas, siendo las amilasas las que presentaron mayores halos de
hidrdlisis (> 15 mm). Asi mismo, la produccion de proteasas se manifesto en todos
los aislados, con halos mayores a los 6 mm, en tanto que la produccion de lipasa y
celulasa solo se manifesté en dos aislados: la cepa PB1-1 y PB1-5, con halos < 5
mm (Tabla V).

Tabla IV.- Produccién de enzimas extracelulares (proteasa, lipasa, amilasa y
celulasa) de las bacterias aisladas.

Cepa Hidrdlisis
Caseina Gelatina Tween 80 Almiddn Celulosa

RL5 _ _ - - —

C3 _ _ — - —
PB1-1 ++ ++ + ++ +
PB1-5 _ + + ++ +
PB1-6 ++ ++ +++

Tamano de halo de hidrélisis (mm): _, 0; +, < 5; ++, > 6; +++, >15,
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7.1.5 Curva de crecimiento

En la Figura 20 se observa el crecimiento de las cepas seleccionadas
durante 96 h de incubacién; para RL5 y C3 se presenta la fase exponencial a las 24
h de incubacion estatica en caldo MRS. Por su parte, en las cepas PB1-1, PB1-5y
PB1-6, la fase exponencial se presenta a las 48 h en medio TSC incubadas en
condiciones aerdbicas con agitacion constante (120 rpm). En ambos casos la
temperatura fue de 35°C. Asi mismo, los resultados de las pruebas bioquimicas

primarias se presentan en la Tabla V.

3,0
—&— RL5
O. ....... CS
2351 ——w-- PB1-1 S
—A—.. PB1-5
20 - :g
E
c
g 115 7]
I
<
O 101
o
0,5 ~
0,0 +

0 6 24 48 72 9
Tiempo (horas)

Figura 20.- Curva de crecimiento (densidad optica (D.O.) vs tiempo) en medio
liquido MRS (RL5, C3) y TSC (PB1-1, PB1-5, PB1-6) de las bacterias
seleccionadas, inoculadas durante 96 h a 35°C. Los puntos representan la media *
D.E.
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Tabla V.- Pruebas bioquimicas primarias y actividad hemolitica de las cepas seleccionadas.

Cepa Tincién Oxidasa Catalasa Formacion Actividad hemolitica
Gram/ forma de esporas
Eritrocitos Hemocitos
RL5 +/ bacilo _ _ _ Yy NH
alargado

C3 +/bacilo corto _ _ _ Y NH
PB1-1 +/bacilo corto _ + + Y NH
PB1-5 +/ bacilo largo + + + Y NH
PB1-6 +/bacilo corto _ + + Y NH

SH: Sin hemdlisis; y: Sin hemolisis
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7.1.6 Prueba de hidrofobicidad

Todos los aislados seleccionados presentaron coloracion rojiza para la
prueba de rojo Congo, lo cual indica de manera cualitativa el caracter hidrofébico de
los aislados. Para la prueba BATH, los aislados C3 y PB1-5 presentaron valores de
hidrofobicidad por arriba del 70%, lo cual se considera como un buen indicador del
caracter hidrofébico de las cepas. Por el contrario, los valores obtenidos en RL5,
PB1-1 y PB1-6 estuvieron por debajo del 30%, lo cual sugiere el caracter hidrofilico
de las cepas. Con respecto al resultado del angulo de contacto (Figura 21), el valor
de las cepas C3 y PB1-5 fue mayor a 50° en ambos casos, corroborando su caracter
hidrofébico (Tabla VI).

Tabla VI.- Pruebas de hidrofobicidad de la superficie de las bacterias
seleccionadas

Cepa Hidrofobicidad
MATH (%) Rojo Congo CAM
RL5 26.6 + 42°+ 1.1
C3 73.8 + 54°+1.5
PB1-1 28.2 + 44° + 1.1
PB1-5 714 + 78°+1.3
PB1-6 1.8 + -

(+) Resultado positivo. Coloracion rojiza de las colonias
>50%: Hidrofébicas; 20-50%: Ligeramente hidrofébicas; <20%: Hidrofilicas
°Angulo £ D.E.
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Figura 21.- Metodologia de angulo de contacto (CAM) para determinar la
hidrofobicidad de las cepas de bacterias seleccionadas; (A) cepa RL5; (B) cepa C3;
(C) cepa PB1-1y (D) cepa PB1-5.
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7.1.7 Identificacion molecular de las cepas aisladas con potencial probiético

En la Tabla VII se muestran los resultados de la identificacion realizada con
la amplificacién del gen 16S rRNA de cada cepa seleccionada por medio de la PCR

y Su posterior secuenciacion.

Tabla VII.- Identificacion molecular de cepas seleccionadas, basada en el
analisis del gen 16S rRNA.
Cepa Identidad (%) Especie
RL5 99.0 Lactobacillus graminis
C3 99.0 Lactobacillus plantarum
PB1-1 99.0 Bacillus cereus
PB1-5 99.0 Bacillus flexus
PB1-6 99.0 Bacillus firmus

La construccion del arbol filogenético basado en las secuencias parciales del
gen 16S rRNA construidos con el método neighbor-joining del programa MEGA, se
presenta en la Figura 22. El analisis filogenético involucra cinco secuencias de
nucledtidos. Todas las posiciones que contienen espacios vacios y datos perdidos

fueron eliminadas. Hubo un total de 417 posiciones en el ultimo conjunto de datos.
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Figura 22.- Arbol filogenético basado en secuencias de genes de 16S rRNA de las
bacterias aisladas. Arbol construido con un analisis de “bootstrap” con 500 réplicas.

7.2 PARTE Il. Bioensayos in vivo

7.2.1 Evaluacion de las cepas seleccionadas en la supervivencia, crecimiento

y composicion bioquimica de juveniles de C. sikamea
7.2.1.1 Supervivencia

Para juveniles de C. sikamea la supervivencia fue del 100% durante los 35

dias de tratamiento en un cultivo experimental.
7.2.1.2 Crecimiento

Se encontraron diferencias significativas en el incremento en talla (F= 24.7)
y peso (F= 14.8), asi como en las tasas de crecimiento de los juveniles tratados con
los diferentes tratamientos de probidticos. Los juveniles crecieron mas y mas rapido
en talla cuando se trataron con MIX-B (10.3 + 0.1 mm; 0.1 mmd~"), AMP (10.1 £ 0.3
mm; 0.1 mm d™') y MIX-LB (9.9 £ 0.2 mm; 0.1 mm d™'), comparado con el control
(8.02 £ 0.2 mm; 0.05 mm d™") (Figura 23; Tabla VIII). Por el contrario, el crecimiento
fue mayor y mas acelerado en biomasa humeda con el AMP (103 £ 0.7 mg; 1.8 mg
d")y MIX-LB (99.4 + 3.4 mg; 1.7 mg d"), comparados con el grupo control (76.1 +

2.8 mg; 1.1 mg d™") (Figura 24; Tabla VIIl). Respecto al peso seco, los mejores
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valores se dieron en juveniles suministrados con PB1-1 (72.3 £+ 0.1 mg) y MIX-B

(70.3 £ 0.1 mg), y los mas bajos en el grupo control (52 + 0.1 mg) (Tabla VIII).
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Figura 23.- Crecimiento absoluto para evaluar la altura de la concha de juveniles
del ostion Kumamoto C. sikamea tratados con las bacterias probidticas
seleccionadas. Las lineas y las barras representan la media + DE. Los tratamientos
en la leyenda se representan ordenados igual que en la figura. Letras diferentes
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05).
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Figura 24.- Crecimiento absoluto para evaluar el peso humedo de la concha de
juveniles del ostion Kumamoto C. sikamea tratados con las bacterias probiéticas
seleccionadas. Las lineas y las barras representan la media + DE. Los tratamientos
en la leyenda se representan ordenados igual que en la figura. Letras diferentes
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05).
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Tabla VIIl.- Tasa de crecimiento (altura y peso humedo) y peso seco de
juveniles del ostion Kumamoto C. sikamea tratados con los probidticos
seleccionados.

Tratamiento C. sikamea (juveniles)

Tasa crecimiento Tasa crecimiento Peso seco
(mm dia™") (mg dia™) (mg)
INICIAL - - 22.1+0.05
RL5 0.09 £ 0.001 1.6 £ 0.09 68.3 £ 0.02
C3 0.09 £ 0.002 1.4 +£0.07 65.3+ 0.1
PB1-1 0.09 + 0.001 1.2 £0.07 72.3+0.1*
PB1-5 0.09 + 0.003 1.3+0.07 55.7 £ 0.06
PB1-6 0.07 + 0.004 1.2 £0.07 54.7 + 0.06
MIX-L 0.08 + 0.001 1.3+0.05 57.3+£0.08
MIX-B 0.11 £ 0.001* 1.5+0.03 70.3 £ 0.04*
MIX-LB 0.10 £ 0.001 1.7 £ 0.07* 60 + 0.05
AMP 0.11 £ 0.004* 1.8 £ 0.08* 60 + 0.07
CTRL 0.05 £+ 0.001 1.1+0.04 52 +0.09

Los valores representan la media + DE. El simbolo (*) representa diferencias significativas entre los
tratamientos (P < 0.05).
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7.2.1.3 Composiciéon bioquimica

Las concentraciones de proteinas, carbohidratos y lipidos de los juveniles de
la ostra Kumamoto presentaron diferencias significativas (F= 43.1; F= 29.0 y F=
111.3, respectivamente) entre los tratamientos administrados (Tabla 1X). Las
concentraciones mas altas de proteinas se dieron en juveniles tratados con RL5
(709.4 + 36.2 mg g ') y MIX-L (621.9 + 23.4 mg g™'), comparados con el grupo
control (440.4 + 18.4 mg g~'). Con respecto a los niveles de lipidos, las variaciones
entre los tratamientos no fueron marcadas, pero si estadisticamente significativas
en juveniles tratados con MIX-LB (85.6 + 1.9 mgg™')y AMP (93.3+0.8mgg™)y
mas bajos con el grupo control CTRL (33.9 + 1.1 mg g™"). Finalmente para los
carbohidratos, el contenido fue significativamente mas alto (47.3 £ 5.1 mg g™") en
los juveniles tratados con MIX-L, comparados a los valores registrados en el grupo

control (7.0 +1.5mg g™).
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Tabla IX.— Composicion bioquimica de juveniles del ostion Kumamoto C.

sikamea tratados con las cepas probidticas seleccionadas.

Tratamiento

Concentracion (mg g™)

Carbohidratos Lipidos Proteinas
totales totales totales
Antes del 10.8 £ 0.2¢ 83.9 + 1.9¢ 462.8 + 13.4%
tratamiento

RL5 15.9 + 0.5% 66.0 + 1.4% 709.4 + 36.2°
C3 15.3 + 1.5% 63.2 + 1.59" 526.1 + 18.4¢df
PB1-1 20.2 + 1.6 62.3 + 0.69" 305.3 + 18.3¢°
PB1-5 12.0 £ 0.5¢ 56.5 + 3.0" 468.4 + 4.89%9

PB1-6 17.2 £ 1.5¢de 78.6 £ 1.1¢f 3242 +4.6°
MIX-L 47.3 +£5.12 73.8 +1.2% 621.9 + 23.4%
MIX-B 14.5 £ 1.4% 83.0 + 0.4¢ 560.5 + 20.9bcd
MIX-LB 14.5 £ 0.3% 85.6 +1.9¢ 410.3 £ 12.1¢9
AMP 274 +2.2° 93.3+0.82 582.5 + 8.6
CTRL 7.0+£1.5° 33.8+1.1° 440.4 + 18.4%

Los valores representan la media + DE (n = 30). Letras diferentes denotan diferencias significativas

(P < 0.05) entre tratamientos.

7.2.2 Evaluacion de las cepas seleccionadas en la supervivencia, crecimiento

y fijacion de larvas de A. ventricosus
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7.2.2.1 Supervivencia

La supervivencia larvaria de A. ventricosus presento diferencias significativas
(F= 22.6) entre los tratamientos evaluados (Figura 25). Al final del bioensayo (dia
9), la mayor supervivencia de larvas se presento con las cepas RL5 (52%) y la
mezcla de cepas MIX-LB (50%), en comparacion con el grupo control (36%). El
tratamiento con la ampicilina AMP present6 porcentajes de supervivencia mas altos
(63%), estos fueron estadisticamente significativos respecto a los grupos tratados
con probidticos. Sin embargo en el dia 7 los tratamientos MIX-LB y AMP no

presentaron diferencias significativas.
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Figura 25.- Porcentaje de supervivencia de larvas de la almeja Catarina A.
ventricosus tratadas con las cepas probidticas seleccionadas. Los datos
representan la media + DE. Los tratamientos representados en la leyenda estan
organizados en el mismo orden que en la figura. Letras diferentes denotan
diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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7.2.2.2 Crecimiento absoluto, tasa de crecimiento y fijacién larvaria

Se encontraron diferencias significativas (F= 18.4) entre los tratamientos
evaluados con respecto al crecimiento absoluto (Figura 26) y tasa de crecimiento
(Tabla X) de larvas de la almeja Catarina. Al final del bioensayo los valores mas de
crecimiento mas altos y rapidos se obtuvieron con RL5 (178 £ 3.9 um; 8 £ 0.2 ym
d™"), comparados con el grupo control (158 + 3.5 ym; 6.4 um d™") y el MIX-L (131
5.1 um; 6.2 um d™"). Los porcentajes mas altos de fijacion larvaria ocurrieron con
los tratamientos MIX-LB (10%) y AMP (7.5 %), comparados con el grupo control (2.2
%) (Figura 27).
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Figura 26.— Crecimiento absoluto en la altura de la concha de larvas de la almeja
Catarina A. ventricosus tratadas con las cepas probidticas seleccionadas. Los
puntos y las lineas verticales representan la media + DE. Los tratamientos
representados en la leyenda estan organizados en el mismo orden que en la figura.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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Figura 27.- Asentamiento larvario de larvas de la almeja Catarina A. ventricosus
tratadas con las bacterias probiodticas seleccionadas. Las barras representan la
media + DE. y se muestra el porcentaje de fijacion. El simbolo (*) representa
diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05).
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Tabla X.— Tasa de crecimiento de larvas (altura) y juveniles (altura y peso
humedo) de la almeja Catarina A. ventricosus tratados con los probidticos

seleccionados.

Tratamiento

INICIAL

RL5

C3

PB1-1

PB1-5

PB1-6

MIX-L

MIX-B

MIX-LB

AMP

CTRL

A.ventricosus

Larvas Juveniles

Tasa Tasa Tasa Peso seco
crecimiento crecimiento crecimiento
(um dia™) (mm dia™) (mg dia™") (mg)

- - - 6.6 +0.17
8+0.2* 0.06 + 0.005 0.3+0.05 11+£0.10
74101 0.09 + 0.004* 0.6 +0.02* 13+0.14
7.1+0.2 0.07 £ 0.004 0.5+0.02 14 £ 0.17*
58+0.1 0.05 £ 0.004 0.3+0.01 9.3+0.12
6.8+0.4 0.07 £ 0.004 0.6 +0.08* 14 £ 0.18*
41+0.3 0.07 £ 0.005 0.5+0.05 11.3+0.12
7.3+0.2 0.07 £ 0.003 0.4 +0.01 12+0.18
6.4+0.1 0.05 + 0.004 0.3+0.02 9.3+0.12
6.2+0.2 0.05 £ 0.003 0.4+0.02 10+ 0.13
6.4+0.2 0.04 £ 0.004 0.5+0.01 11.6+0.12

Los valores representan la media + DE. El simbolo (*) representa diferencias significativas entre los
tratamientos (P < 0.05).
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7.2.3 Evaluacion de las cepas seleccionadas en la supervivencia, crecimiento

y composicion bioquimica de juveniles de A. ventricosus
7.2.3.1 Supervivencia

Para juveniles de A. ventricosus la supervivencia fue del 100% durante los

21 dias de tratamiento en un cultivo experimental.
7.2.3.2 Crecimiento absoluto y tasa de crecimiento

Se encontraron diferencias significativas en el incremento en talla (F= 19.0)
y peso (F= 17.3), asi como en las tasas de crecimiento de los juveniles tratados con
los diferentes tratamientos de probidticos. Los juveniles crecieron mas alto y rapido
cuando se trataron con C3 (6.1 + 0.1 mm; 0.05 mm d~"), comparado con el grupo
control (5.1 £ 0.1 mm; 0.02 mm d") (Figura 28; Tabla X). Por el contrario, la mayor
y mas rapida ganancia en peso humedo se dio en juveniles tratados con C3 (27.6 £
0.1 mg; 0.7 mg d™') y PB1-6 (26.6 + 0.02 mg; 0.6 mg d™'), comparado con el grupo
control (24.3 £ 0.1 mg; 0.5 mgd™") y PB1-5 (20 + 0.01 mg; 0.3 mg d™"), en donde se
encontraron los valores mas bajos (Figura 29; Tabla X).
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Figura 28.- Crecimiento absoluto en la altura de la concha de juveniles de la almeja
Catarina A. ventricosus tratados con las cepas probidticas seleccionadas. Los
puntos y las lineas verticales representan la media + DE. Los tratamientos
representados en la leyenda estan organizados en el mismo orden que en la figura.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.



88

28 -
— Csa
26 4 o g T P81_63
——y-—— PB4 g
24 R MIX-L abc /)
~ —ll— CTRLI® o
£ 0p ] —O—— MIXB®*
o ——&-—  AMP ¥
® —<0— RL5™
£ 07 A MIX-LB ©
= —_——
3 18 1
o
16
14
12 ; ; . :

0 7 14 21
Tiempo (dias)

Figura 29.- Crecimiento absoluto en el peso humedo total de juveniles de la almeja
Catarina A. ventricosus tratados con las cepas probidticas seleccionadas. Los
puntos y las lineas verticales representan la media + DE. Los tratamientos
representados en la leyenda estan organizados en el mismo orden que en la figura.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.



89

7.2.3.3 Composiciéon bioquimica

Las concentraciones de proteinas, carbohidratos y lipidos de los juveniles de
la almeja Catarina variaron significativamente (F= 135.8; F= 14.1 y F= 494
respectivamente) entre los tratamientos administrados (Tabla Xl). Las
concentraciones mas altas de proteinas se dieron en el grupo de juveniles tratados
con PB1-1 (172.2 £ 0.6 mg g™"), comparados con los del grupo control (109.9 + 1.1
mg g~'), mientras que los valores mas bajos se encontraron en el tratamiento MIX-
LB (60.7 £ 2.1 mg g™"). Los niveles de lipidos fueron significativamente mas altos en
juveniles tratados con C3 (68.7 + 3.6 mg g™"'), a comparacion del grupo control (51.9
+ 0.05 mg g') y MIX-B (25.03 + 3.6 mg), donde los valores fueron minimos.
Finalmente, el contenido de carbohidratos fue significativamente mas alto en los
juveniles tratados con PB1-5 (21.9 + 0.2 mg g~'), mientras que disminuyeron en los

juveniles del grupo control (12.0 + 0.8 mg g™') y en el tratamiento RL5 (7.4 + 2.03
mg g7').
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Tabla Xl.- Composicién bioquimica de juveniles de la almeja Catarina A.
ventricosus tratados con las cepas probidticas seleccionadas.

Tratamiento Concentracion (mg g~')

Carbohidratos Lipidos Proteinas
totales totales totales
Antes del 8.2+0.4¢d 28.4+0.3¢ 65.3+1.24
tratamiento

RL5 74+20¢ 58.6 + 1.0 2 107.2+54°¢
C3 13.2+ 0.6 e 68.7+3.6°2 148.8+9.5°
PB1-1 16.9 + 0.3 a° 491+ 0.6 1722+06°2
PB1-5 21.9+0.1° 434+26° 141.1+6.9°
PB1-6 15.2 £ 2.5 244 +0.8¢ 116.9+2.8¢
MIX-L 18.7+£0.2% 25.6+2.3¢ 111.8+1.7¢
MIX-B 16.8 £ 0.1 3 25.0+1.74¢ 71.7+4.4°9
MIX-LB 14.2 £ 0.27 bed 53.4 + 1.3 60.7+2.14
AMP 16.8 £ 4.1 3¢ 46.7 £ 8.3 ¢ 141.2+22°
CTRL 12.0 £ 0.8 bed 51.9+0.2°%° 1099+1.1°¢

Los valores representan la media + DE (n = 30). Letras diferentes denotan diferencias significativas
(P < 0.05) entre tratamientos.

7.2.4 Respuesta de juveniles de la almeja Catarina A. ventricosus tratados con

cepas las probioticas seleccionadas y retados con V. alginolyticus
7.2.4.1 Supervivencia

La supervivencia de los juveniles fue de 0% en el grupo control (+) después

de 72 h de exposicién a V. alginolyticus y significativamente mejoré (>80%; F=
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137.8) en todos los juveniles tratados con las bacterias probiéticas (Figura 30).
Después de 120 h de reto experimental las supervivencias mas altas se dieron con
el tratamiento MIX-B (72%) y las mas bajas con PB1-5, RL5 y MIX-L (0%).
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Figura 30.— Supervivencia de juveniles de la almeja Catarina A. ventricosus
tratados con las cepas probidticas seleccionadas y retadas con V. alginolyticus.
CTRL (-) representa a juveniles sin tratamiento y sin retar y CTRL (+) representa a
juveniles sin tratamiento y retados. Los puntos y las lineas verticales representan la
media + DE. Los tratamientos representados en la leyenda estan organizados en el

mismo orden que en la figura. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P
< 0.05) entre tratamientos.

7.2.4.2 Actividad de la SOD

Antes de la infeccidon, los juveniles tratados con MIX-B presentaron
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significativamente mayor actividad de la enzima SOD (P < 0.05; 78.0 + 0.6 %) que
los del grupo control (63.7 £ 0.7 %) y AMP (46.1 £ 1.8 %). A las 48 h post-infeccion
se registré un descenso en la actividad de la enzima SOD en la mayoria de los
tratamientos, siendo estadisticamente significativo en el grupo control (15.3 £ 0.1
%) mientras que en los juveniles tratados con MIX-B se registré la mayor actividad
de la SOD a las 72 h post-infeccion (P < 0.05; 82.9 £+ 2.76 %). La respuesta
antioxidante en presencia del patégeno fue mas rapida con el tratamiento MIX-B
(Tabla XII).

Tabla Xll.- Actividad de la enzima SOD determinada por el porcentaje de
inhibicion de la formacion del complejo WST-1 (water- soluble tetrazolium)
Formazan en juveniles de la almeja Catarina A. ventricosus tratados
previamente con las bacterias probidticas seleccionadas y posteriormente
retados durante 120 h con V. alginolyticus (cepa CAIM57).

Tratamiento Actividad de la SOD (% inhibicion)
Oh 48 h 72 h 96 h 120 h
RL5 494 +0.6 53.2+0.2 472 +0.7 - -
C3 53.8+0.1 46.1+04 164 +1.2 - -
PB1-1 50.5+1.6 16.4 + 1.6* 659+1.5 - -
PB1-5 50.0 £ 1.1 19.2+1.2 50.0+0.3 - -
PB1-6 51.6+1.1 37926 78.0+0.2 554+ 0.6 -
MIX-L 445+0.6 58.2 + 3.1 37.9+0.1 - -
MIX-B 78.0 + 0.6* 56.5+ 0.1 829+2.7* 60.4+0.2 40.6+1.9
MIX-LB 60.4+0.3 48.3+1.8 51.6+2.7 - -
AMP 46.1+1.8 21.9+0.1 30.2+1.1 - -
CTRL 63.7+0.7 15.3+0.2* - - -

Los valores representan la media £ DE (n= 30). El simbolo (*) representa diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05).
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7.2.4.3 Conteo de bacterias Vibrio sp.

Se observo una disminucion en el conteo de colonias de Vibrio sp. al final del
reto (Figura 31), particularmente en el tratamiento probiético MIX-B (1.8 x 103 UFC
mL™") y en AMP (1.3 x 103 UFC mL™"). Por el contrario, los mayores conteos se
observaron en el control (+) (91.0 x 103 UFC mL™") y L1 (18.0 x 103 UFC mL™).
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Figura 31.— Conteo de Vibrio sp. en placas preparadas con agar tiosulfato citrato
bilis sacarosa (TCBS) de muestras de agua de los tratamientos evaluados en el
reto.
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8. DISCUSION

Los bivalvos marinos, por su conducta alimentaria filtradora, concentran una
mayor carga bacteriana que otros invertebrados marinos, y muchos de estos
microorganismos cuentan con capacidad antibacteriana (Prieur et al., 1990; Castillo
et al., 2001; Pellon et al., 2002; De la Rosa y Gamboa, 2004; Ledn et al., 2010), y
por ello participan mejorando la nutricion del hospedero, fortaleciendo su sistema
de defensa, previniendo la colonizacién y proliferacion de bacterias patégenas
(Prieur et al., 1990; Moriarty, 1998), por lo que hacen a este grupo atractivo para el
aislamiento de bacterias con potencial probidtico. La mayoria de las cepas
bacterianas se han aislado de gonada, intestino, estbmago y homogenizados de
todo el organismo (Castillo et al., 2001; Pellon et al., 2001; Ledn et al., 2010; Lee et
al., 2010b; Lim et al., 2011; Karim et al., 2013; Sanchez-Ortiz et al., 2015). En este
trabajo se aislaron 109 cepas del TGl de dos especies de bivalvos marinos; 56
cepas de N. subnodosus y 53 de P. sterna, de las cuales se seleccionaron cinco
especies con potencial probidtico, de acuerdo a las caracteristicas que presentaron

en las pruebas in vitro y los bioensayos in vivo.
8.1 Seleccion de cepas con potencial probidtico: bioensayos in vitro

Las cepas aisladas deben poseer efectos probados contra patégenos y las
pruebas de antagonismo in vitro son una manera preliminar de conocer estos
efectos (Balcazar et al., 2006). Se realizaron pruebas de antagonismo in vitro de los
aislados bacterianos aislados, contra V. alginolyticus, un patégeno reportado para
larvas de bivalvos como A. ventricosus, N. subnodosus, A. maura y C. gigas (Luna-
Gonzalez et al., 2002). Adicionalmente, los aislados se probaron también contra V.
parahaemolyticus, V. wvulnificus y V. harveyi, patdogenos reportados como
responsables de mortalidades de moluscos, peces y crustaceos en sistemas
acuicolas (Leyton y Riquelme, 2008; Beaz-Hidalgo et al., 2010). Generalmente, las
metodologias mas usadas para evaluar la inhibicion de bacterias in vitro son la

difusion en agar con disco y la difusion en agar con pocillos, siendo la mas efectiva
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la de pocillos en agar por ser una técnica sencilla y menos susceptible a
contaminaciones (Vlachos et al., 1999; Rojas et al., 2006; Mayrhofer et al., 2008).
En este trabajo se compararon las metodologias de difusion en agar con disco y en
agar con pocillos, encontrando que ambas resultaron en diferencias significativas
en los halos de inhibicion entre cepas. Aunque la técnica de pocillos resulté mas
susceptible para generar los halos de inhibicidn, la de discos generd halos de
inhibicibn mas grandes como indicio de actividad antagdnica por presencia de
células bacterianas (célula vs célula) (Yuan Kun, 2006). Con respecto al porcentaje
de inhibicion relativo calculado para cada cepa aislada, en ambas metodologias se
observé que en la prueba de difusion en pozo hubo mejor desemperio en cuanto a
que se presenta inhibicion contra todos los vibrios y con todas las cepas aisladas,
pero la prueba de disco de agar presenta mayores halos de inhibicidn, indicando
fuerte inhibicion. Al respecto, se sabe que una accion antibacteriana se considera
alta cuando su porcentaje de inhibicion relativo es mayor a 70%, intermedia entre el

50-70% y baja cuando es menor a 50% (Ramirez y Diaz, 2007).

Del resultado obtenido en estos bioensayos se seleccionaron dos cepas que
tuvieron la mayor actividad antagonica in vitro contra las bacterias de Vibrio
seleccionadas; estas fueron las cepas C3 y RL5, destacando la cepa C3 que inhibid
a todos los vibrios, tanto en ausencia, como en presencia de células. Estas cepas
presentaron actividad antimicrobiana con amplios halos de inhibicion frente a las
cuatro especies de vibrios usadas en esta prueba (~15 mm diametro para RL5y 19
mm para C3). Las pruebas bioquimicas primarias usadas (Gram, catalasa, oxidasa,
formacion de esporas), los medios de cultivo selectivos utilizados (MRS, Rogosa),
asi como las condiciones de crecimiento de las cepas (anaerobias facultativas)
indicaron que C3 y RLS5 eran bacterias acido lacticas (BAL), y la identificacion
molecular confirmé que ambas especies corresponden al género Lactobacillus.
Recientemente Itoi et al. (2014) aislaron cerca de 70 cepas de BAL del tracto
digestivo de la almeja Metrix lamarckii encontrando especies como Lactobacillus

curvatus, L. plantarum, Lactococcus lactis y Pediococcus pentosaceus. Los autores
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concluyen que esta diversidad de LAB en el tracto digestivo de esta almeja se debe
a que organismos filtradores como los bivalvos poseen ricos depédsitos de cepas
marinas LAB. En invertebrados como el abulon H. gigantea y el camardn L.
vannamei se han aislado también cepas de BAL (Lehata et al., 2010; Kongnum y
Hongpattarakere, 2012). Al respecto, Vazquez et al. (2005) demostraron que la
produccién de acetato y lactato por parte de bacterias acido lacticas inhibe el
crecimiento de diversas especies de vibrios. Asi mismo, Campa-Cérdova et al.
(2009a, 2011) evaluaron una cepa bacteriana del género Lactobacillus aislada de
N. subnodosus (NS61), la cual presentd actividad antagonica contra V. harveyi y V.
alginolyticus. Lee et al. (2010) aislaron 83 cepas de Lactobacillus de muestras
homogenizadas de C. gigas, encontrando que la mayoria de los aislados
presentaron inhibicion contra V. alginolyticus y V. proteolyticus, con halos entre 16
y 18 mm de diametro. Tamayo et al. (2011) utilizaron dos probiéticos comerciales
en contra de V. vulnificus, V. harveryi y V. parahaemolyticus, los cuales estaban
compuestos por una mezcla de L. lactis y Bacillus subtilis, y generaron halos de

inhibicién de 8, 8 y 8.6 mm para las tres especies de vibrios, respectivamente.

El aislado C3 fue identificado en este trabajo como L. plantarum, el cual ha
sido ampliamente usado en diferentes organismos de interés en la acuicultura. Con
crustaceos, por ejemplo, se ha reportado que la cepa inhibe el crecimiento de V.
harveyi (Kongnum y Hongpattarakere, 2012) y V. anguillarum (Touraki et al., 2012)
y aumenta significativamente la actividad fenoloxidasa (PO) y superédxido dismutasa
(SOD), al tiempo que influencid el estallido respiratorio de L. vannamei, y contribuyé
a la eliminacion de V. alginolyticus durante infecciones experimentales (Chiu et al.,
2007). También se ha reportado una disminucion de vibrios en rotiferos tratados con
un suplemento comercial de L. plantarum y esporas de Bacillus sp. (Gatesoupe,
2008). Por otro lado, en peces se ha visto que L. plantarum inhibe el crecimiento del
patégeno Pseudomona fluorescens con halos de inhibicion de poco mas de 9 mm
de diametro (Abumourad et al., 2013) y disminuye el crecimiento de la bacteria

patogena Aeromonas salmonicida (Gatesoupe, 1991a). La actividad antimicrobiana
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de L. plantarum esta dada principalmente por una bacteriocina conocida como
plantaricina (Mourad, 2007). Al respecto, Kumar et al. (2012) evaluaron la actividad
antimicrobiana de la plantaricina AS1 de L. plantarum frente a diferentes bacterias
patégenas y reportaron halos de inhibicion de mas de 20 mm para V.
parahaemolyticus, de entre 10 y 20 mm para V. vulnificus y V. fischeri y de menos
de 10 mm para V. anguillarum. En el presente trabajo, la cepa C3 presentd los
mayores halos de inhibicion contra todos los vibrios evaluados, siendo consistentes

con lo reportado por los autores mencionados.

Con respecto al aislado RL5, que se identificé como L. graminis, el unico
antecedente de su valor en la acuicultura es de aislados de peces y sedimentos y
reporta actividad antimicrobiana con halos de 15 mm y 10 mm frente a Yersinia
ruckeri y Lactococcus garvieae, respectivamente, los cuales son patdgenos de
salmonidos (Sica et al., 2010). Los autores concluyen que esta cepa, por su
capacidad de inhibir los patdgenos reportados, podria tener aplicacion en el control
biolégico en la acuicultura de peces. El presente trabajo reporta, por primera vez,
actividad antimicrobiana de L. graminis frente a V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus y V. harveyi (patdbgenos de bivalvos marinos) y se
sugiere como una cepa atractiva para el control de enfermedades causadas por
estos vibrios en la acuicultura. También se ha reportado que L. graminis presenta
actividad antagonica frente a diferentes cepas patégenas, tales como L.
monocytogenes, B. cereus NRRL B-3711, B. subtilis NRRL NRS-744, Y.
enterocolitica, E. faecalis, E. coli NRRLB-3704, P. vulgaris NRRL B-123, P.
aeruginosa NRRLB-23, S. typhimurium NRRL B-4420, K. pneumoniae, y A.
hydrophila (Kivanc et al., 2011).

Siguiendo con los criterios de seleccion, en este trabajo se desecharon las
cepas con actividad hemolitica o hemolisis beta () y alfa (a) y se seleccionaron los
aislados que no presentaron actividad hemolitica o hemolisis gamma (y). Cabe
mencionar que la mayoria de las cepas BAL evaluadas no presentaron actividad

hemolitica, lo que confirma su estatus de bacterias seguras y reduce la necesidad
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de otros ensayos de seguridad biolégica (Holzapfel et al., 1998). Adicionalmente,
las cepas seleccionadas presentaron resultados negativos de hemodlisis en
muestras de hemolinfa obtenidas de la almeja mano de le6n N. subnodosus. Todo
lo anterior sugiere que las cepas seleccionadas son seguras tanto para el hospedero

como para el consumidor final.

En los trabajos con probidticos se busca también que los microorganismos
seleccionados (e.g. Bacillus spp.) tengan la capacidad de producir enzimas
extracelulares como amilasa, celulasa, lipasa y proteasa, las cuales pueden mejorar
la digestibilidad de nutrientes y el estado general de salud del hospedero (Balcazar
et al., 2006; Boonthai et al., 2011; Moriarty, 1998). En este trabajo se aislaron e
identificaron cuatro cepas de Bacillus que fueron previamente caracterizadas y
seleccionadas mediante pruebas bioquimicas (oxidasa, catalasa, formacion de
esporas, gram) y aislandolas en TSA mediante la eliminacion de células vegetativas
para obtener endoesporas. La formacion de esporas es una de las caracteristicas
atractivas de este género, debido a que son estables al calor y puede sobrevivir el
transito a través de la barrera del TGI. Estas propiedades no se pueden asegurar
con otras bacterias probioticas que se dan en forma vegetativa, por lo que uso de
bacterias formadoras de esporas como probidticos parece estar expandiéndose (ver
Hong et al., 2005). De las cepas aisladas, se obtuvieron y seleccionaron tres cepas
(PB1-1; PB1-5 y PB1-6), las cuales aunque no presentaron actividad antagonica
contra los vibrios seleccionados, produjeron enzimas extracelulares y en muchos de
los casos actividad multienzimatica de lipasas, amilasas, proteasas y celulasas.
Estas cepas fueron posteriormente identificadas molecularmente como Bacillus
cereus, B. flexus y B. firmus respectivamente. Cabe resaltar que B. cereus presento
amplios halos de hidrdlisis en todas las pruebas, lo cual es consistente con lo
reportado por Priest (1977) y Tambekar y Dhundale (2012) para sintesis de
proteasas, lipasas y amilasas con esta misma cepa. Gil-Turnes et al. (1999) reportan
que una cepa de B. cereus inhibe el crecimiento de E. coli e Y. pseudotuberculosis

después de 24 h en un medio de cultivo. También se ha reportado que cepas de B.
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cereus y B. subtilis inhiben el crecimiento de A. hydrophila y V. alginolyticus y
aumentan la actividad de lipasas, leucina arilamidasa y fosfatasa en cultivos del
rotifero Brachionus plicatilis (Villamil et al., 2011). Recientemente se report6 que la
cepa JAQO4 de B. cereus inhibe in vitro a las cepas patogenas V. alginolyticus, A.
hydrophila y Pseudomonas putida y posee un fuerte efecto de antagonismo contra
los patogenos (Bernard et al., 2013). Por todo esto, B. cereus es considerada una
especie de gran importancia como probiotico en la acuicultura (Guillot, 2000). Para
B. firmus se reportan halos menores de hidrdlisis para celulasas y mayores para
sintesis de proteasas (Priest, 1977), en tanto que para B. flexus la mayor sintesis

es de proteasas y amilasas (Tambekar y Dhundale, 2012).

Una de las caracteristicas mas importantes de un probidtico es su capacidad
de adhesion al tracto digestivo del hospedero, para asegurar su colonizacion. Esta
caracteristica es un proceso muy complejo, ya que depende de muchas variables,
como el tipo de sustrato y las propiedades de las células bacterianas. La adhesion
ocurre en dos fases; una inespecifica, basada en fuerzas de atraccién y repulsion
que impactan sobre la hidrofobicidad de las superficies y permiten iniciar la
colonizacién (Nadell et al., 2009) y la otra especifica, ocurre por interacciones entre
proteinas de la pared celular de las bacterias que actuan como adhesinas y los
receptores de las células epiteliales (Hinsa et al., 2003). La hidrofobicidad de la
superficie bacteriana juega un papel importante en la adhesion, debido a que cuanto
menos polar es una o ambas superficies involucradas, mayor cantidad de
interacciones hidrofébicas tienden a establecerse. A pesar de estar cargadas
negativamente, la mayoria de las bacterias contienen componentes hidrofobicos en
su superficie (Rosenberg y Kjelleberg, 1986). En este trabajo se evalud la
hidrofobicidad de las cepas seleccionadas, determinando la afinidad de la
membrana bacteriana por solventes y la capacidad donadora y aceptora de
electrones de la superficie celular, a través de medidas indirectas utilizando las
técnicas cuantitativas MATH y CAM. El angulo de contacto es un método

ampliamente usado para medir la hidrofobicidad en microorganismos (Mozes y
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Rouxhet, 1987).

Los resultados con el método BATH o MATH muestran que los aislados C3
(L. plantarum) y PB1-5 (B. flexus) presentan una alta hidrofobicidad, lo cual coincide
con lo reportado por Nithya y Halami (2013) referente a los altos valores de
hidrofobicidad de la cepa HK1 (B. flexus) aislada de diferentes fuentes de alimentos.
Los autores sugieren que esta cepa posee un alto potencial de adherencia y
capacidad de colonizacion, lo que puede impedir la colonizacion de patégenos por
el bloqueo especifico de los receptores celulares. La metodologia BATH o MATH
ha sido utilizada en otros trabajos para la seleccion de microorganismos probidticos
aislados de diversos organismos, como la rana toro Rana catesbeiana (Pasteris et
al., 2009), sedimentos marinos (Garcia-Bernal et al., 2015), los ostiones C. gigas,
C. corteziensis y el callo de hacha A. maura (Luna-Gonzalez et al., 2015), y la
almeja pata de mula Anadara tuberculosa (Sanchez-Ortiz et al., 2015). Por otro lado,
los resultados obtenidos por el método de CAM son consistentes con los obtenidos
con MATH y confirman la capacidad hidrofébica e hidrofilica de las cepas

seleccionadas.

En algunos trabajos se ha reportado la comparacion entre los métodos MATH
y CAM para evaluar la hidrofobicidad de los microorganismos utilizados como
probioticos. Por ejemplo, se sabe que solo las células con un angulo de contacto
mayor a 30-40° tuvieron adhesién a hidrocarburos por el método MATH (Van
Loosdrecht et al., 1987a, 1987b), sin embargo Reid et al. (1992) sefialan que la
adhesién de Lactobacillus sp. a hexadecanos por el método MATH se da cuando el
angulo esta por encima de los 60°. Por otro lado, se ha reportado que el angulo <45°
se considera hidrofilico, mientras que el angulos >45° es hidrofébico por el método
de CAM (Daffonchio et al., 1995). Contrariamente, Diaz (2011) sefiala que P.
fluorescens se considera hidrofilica cuando las cepas presentan un angulo de
contacto <30°. En este trabajo se observo que las cepas C3 (L. plantarum) y PB1-5
(B. flexus) obtuvieron angulos mayores a 45°, lo cual se considera hidrofébico. Este

caracter hidrofébico fue confirmado por el método MATH en donde se obtuvieron
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porcentajes mayores a 50% considerandose por tanto hidrofébicas. Para RL5 (L.
graminis) y PB1-1 (B. cereus) se presentaron angulos de contacto menores a 50° y
un porcentaje menor al 30% con el método MATH, considerandose por tanto
hidrofilicas. Al respecto, se reporta que B. cereus es eficaz como probidtico, no tanto
por su capacidad de adhesion al TGl del hospedero, sino de colonizacion a este,
por lo que su suministro debe ser periodico para que circule a lo largo de todo el
TGl bajo una forma viva y activa (Hoa et al., 2000; Duc et al., 2003). Adicionalmente,
la metodologia de rojo Congo resulto positiva en los aislados, lo que sugiere que las
bacterias tienen la habilidad de unirse de manera inespecifica al epitelio del intestino
del hospedero por interacciones hidrofébicas (Flores-Miranda et al., 2012). El
colorante rojo Congo es empleado en la identificacién de bacterias productoras de
celulosa y fimbria agregativa (Zevenhuizen et al., 1986); las fimbrias son apéndices
proteinicos presentes en muchas bacterias, utilizados para adherirse a superficies,
unas a otras, o a las células animales y las bacterias generalmente producen
celulosa como un componente extracelular para facilitar la adhesiéon de células a
tejidos huéspedes (Spiers et al., 2003). Méndez-Ortiz y Membrillo-Hernandez
(2004), en su trabajo referente a los mecanismos moleculares de la sintesis de
celulosa en bacterias, mencionan que la coloracién roja de las bacterias en la
prueba con rojo Congo, se debe a la absorcién del colorante por la produccion de
celulosa y fimbria agregativa. En este trabajo, las cepas C3 y PB1-5 presentaron
hidrofobicidad con todas las pruebas realizadas, lo cual es indicativo de su potencial
de adhesion al TGl del hospedero. Se ha sefalado que el papel de la hidrofobicidad,
como un parametro de la unién no especifica en la adhesion bacteriana, esta
ampliamente aceptado (Rosenberg y Kjelleberg, 1986), y que los modelos in vitro
para determinar la adhesion bacteriana son indispensables y ayudan a seleccionar
cepas con potencial probidtico (Ouwehand y Salminen, 2003). Se los resultados
obtenidos en estudios in vitro son dificiles de extrapolar a la situacion del TGI del
hospedero, donde la adhesién puede ser modificada por el sistema inmune de este
y por la competencia por espacio y nutrientes con la microbiota residente y el

recambio de la mucosa (Lebeer et al., 2008).
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8.2 Validacion del efecto de las cepas probiéticas: bioensayos in vivo

Todos los tratamientos con probidticos mejoraron el crecimiento y
supervivencia de larvas y juveniles de A. ventricosus, y de juveniles de C. sikamea,
pero lo hicieron de diferente forma en funcion de la etapa de desarrollo, parametros
analizados y especie evaluada. Algunas de las especies de bacterias seleccionadas
en este estudio han sido utilizadas como probidticos en la acuicultura, generalmente
en peces y crustaceos, para bivalvos existe poca o nula informacion de trabajos con
estas especies en particular. De las cepas BAL seleccionadas in vitro en este
estudio la mas reportada como probidtico en acuicultura es L. plantarum (se
describe mas adelante), por el contrario L. graminis se reporta por primera vez como
probidtico para la acuicultura de bivalvos marinos. Por su parte, B. cereus se ha
reportado con efecto probidtico en el pepino de mar, mejorando su crecimiento y
respuesta inmune al ser administrado en consorcio con B. subtilis (Li et al., 2014),
B. flexus en interaccion con otras especies de Bacillus han mejorado el crecimiento
medido como ganancia en peso de camardn blanco L. vannamei (Setyati et al.,
2014) y B. firmus también en consorcio con otras cepas de Bacillus han

incrementado la supervivencia larvaria de la tilapia del Nilo (Aly et al., 2008a).

En larvas particularmente, los tratamientos con bacterias del género
Lactobacillus (L. graminis o RL5) y (L. plantarum o C3), asi como las mezclas que
las contienen (MIX-LB y MIX-L), promovieron la mayor supervivencia y crecimiento
a comparacion del grupo control. Consistentemente, otros estudios han reportado
que el uso de diferentes especies de Lactobacillus favorecen una mejora
significativa en la supervivencia larvaria del pectinido A. purpuratus (Riquelme et al.,
2001), ostion de placer C. corteziensis (Campa-Cérdova et al.,, 2011) y lapa
Concholepas concholepas (Leyton et al., 2012) El efecto benéfico de Lactobacillus
spp. ha sido reportado ampliamente en el crecimiento y supervivencia de otros
grupos zooldgicos, como en post-larvas de Macrobrachium rosenbergii
suministradas con L. sporogenes y L. acidophillus (Venkat et al., 2004), larvas de

cangrejo Portunus pelagicus administradas de manera individual o en mezcla con
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tres especies de Lactobacillus (L. plantarum, L. salivarius y L. rhamnosus) (Talpur
et al., 2012), larvas de la dorada Sparus aurata suplementadas con Lactobacillus
sp. (Suzer et al.,, 2008). Ya se ha sefialado que Lactobacillus sp. posee
caracteristicas especificas que las hace una de las especies mas usadas como
probidticos (Balcazar et al., 2006), ya que el mejora el crecimiento por incremento
de la disponibilidad de nutrientes y uso de algunos carbohidratos no disponibles, asi
como por ser productor de pequefas cantidades de vitamina B (McFarland, 2006) y
vitamina Ky C (Conway, 2001). En este trabajo, las cepas RL5 y C3 incrementaron
significativamente el crecimiento en talla y supervivencia de las larvas de A.
ventricosus, destacando la cepa RLS5 (L. graminis). Consistentemente, esta cepa
también promovié los mayores porcentajes de crecimiento y supervivencia en larvas
de dos especies de bivalvos; en C. gigas y N. subnodosus (ver ANEXO Il y Ill). Por
ello, esta cepa se describe por primera vez como un probidtico potencial en la

acuicultura de moluscos bivalvos.

Por otro lado, los miembros del género Bacillus administrados en este trabajo,
particularmente MIX-B, generaron una disminucion drastica de la supervivencia de
larvas de A. ventricosus, especificamente del dia 7 al dia 9. El mismo efecto se
observo también con esta mezcla en particular de bacterias en larvas de la almeja
mano de ledn N. subnodosus (ver ANEXO Ill). Esto podria indicar que durante los
estadios tempranos de desarrollo, las larvas de ambas especies de pectinidos
pueden ser susceptibles a la inoculacibn de esta mezcla en particular.
Contrariamente, este mismo tratamiento (MIX-B) incrementd significativamente el
crecimiento de las larvas de A. ventricosus. Recientemente se observé que las
larvas de A. ventricosus tratadas con esta misma mezcla (MIX-B) pero en dos
concentraciones diferentes (1 x 10° UFC mL™' y 1 x 108 UFC mL™") presentaron
diferencias significativas en cuanto a la supervivencia y crecimiento, siendo mejores
en la concentracion de 1 x 108 UFC mL~" (ver ANEXO 1V). Esto sugiere que la dosis
empleada con el MIX-B en particular no ocasiond las altas mortalidades al final del

bioensayo, pero posiblemente la frecuencia establecida pudo causar estas
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mortalidades al final del bioensayo. Sin embargo, se requieren mayores estudios
para dilucidar los mecanismos de interaccion y posible sinergia entre cepas y
determinar la razén por la que MIX-B tiene efectos contrarios entre el crecimiento y

supervivencia larvaria en este trabajo.

La relacion dosis-efecto de un probiético se debe determinar cuidadosamente
con la finalidad de evitar una sobredosis, lo cual puede resultar en una disminucién
en su efecto y un incremento en los costos, o contrariamente, usar dosis muy bajas
reduce la eficacia del probidtico (Vine et al., 2006). No existe a la fecha un consenso
sobre la dosis éptima de probidticos para tratar larvas de bivalvos, y por el contrario,
los resultados generados al respecto parecen contradictorios. Por ejemplo, la
supervivencia de las larvas de C. corteziensis disminuye significativamente si la
dosis de Lactobacillus sp. (cepa NS61) se elevade 1 x 10* UFC mL-'a 1 x 105 UFC
mL-", sin embargo esta se mantuvo similar con la mezcla de P. aeruginosa (cepa
YC58) y B. cepacia (cepa Y021) (Campa-Cérdova et al., 2011). Se sabe también
que las larvas del mejillon P. canaliculus crecen significativamente mas si se tratan
con una mezcla de las cepas 0444 (Alteromonas macleodii) y 0536 (Neptunomonas
sp.) a una dosis de 1 x 107 UFC mL™", pero sufren elevadas mortalidades a 1 x 108
UFC mL™" (Kesarcodi-Watson et al., 2012b). Aunque se ha sugerido que los
sistemas de cultivo en acuicultura no soportan concentraciones bacterianas
mayores a 1 x 108 células mL™" (Maeda, 1994). Vine et al. (2006) sefialan que
concentraciones de probioticos entre 1 x 10* células mL™" y 1 x 108 células mL™"
son suficientes en el agua de cultivo para lograr que las bacterias probidticas se
establezcan como parte de la microbiota intestinal del hospedero. Recientemente,
se evaluaron dos concentraciones (1 x 105 células mL™" y 1 x 108 células mL™") de
las mismas mezclas de cepas probioticas usadas en este trabajo (MIX-B, MIX-L y
MIX-LB) en larvas y juveniles de A. ventricosus y se observo que la concentracion
1 x 108 células mL™" presentd mejores resultados en términos de supervivencia
larvaria y crecimiento de juveniles (ver ANEXO IV). Por todo lo anterior y apoyados

en otros trabajos (Aguilar-Macias et al., 2010; Abumourad et al., 2013; Genard et
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al., 2014), en este trabajo se fijé una concentracion de 1 x 10% células mL™" para
todos los tratamientos probidticos. Asi mismo, la frecuencia de la dosis que se
definid en este trabajo fue de 48 h, siendo consistente con lo reportado en otros
trabajos recientes con larvas de moluscos, como C. corteziensis (Campa-Cordova
et al., 2009a; 2011). Aunque en algunos de los trabajos con probidticos realizados
con larvas y juveniles de bivalvos (Kesarcodi-Watson et al., 2008, 2009; Aguilar-
Macias et al., 2010; Granados-Amores et al., 2012), peces (Abumourad et al., 2013)
y crustaceos (Nimrat et al., 2011; Luis-Villasefior et al., 2011) se han usado dosis
diarias, la decision de reducirla a la mitad resulté ser efectiva sin sacrificio alguno
de la eficiencia, lo cual podria ofrecer una ventaja para la produccion de larvas de

moluscos en materia de reduccién de costos operativos.

A diferencia de los estadios de desarrollo temprano (larvas veliger), el
porcentaje de fijacion de larvas pediveliger fue significativamente mayor al utilizar el
tratamiento MIX-LB (10%) a comparacion del grupo control (2%). Entre otros
factores, esto podria estar relacionado con la adhesion bacteriana y la formacion de
biopeliculas o biofilms durante el proceso de asentamiento y metamorfosis larvaria,
la cual ha sido bien documentada en moluscos bivalvos (ver Ganesan et al., 2010).
Se sabe que las biopeliculas favorecen la fijacion y el desarrollo juvenil temprano,
potenciando la produccion de compuestos microbianos y enzimas que mejoran el
sistema digestivo e inmune de larvas y postlarvas (Gomez-Gil et al., 2000; Hadfield,
2011). En este estudio la alta hidrofobicidad que presentan las cepas seleccionadas,
junto con las combinaciones sinérgicas, pudieron favorecer también la adhesion

bacteriana y con esto la formacién de biofilms.

Por otro lado, en juveniles de A. ventricosus durante la etapa de preengorda,
los tratamientos C3 (L. plantarum) y PB1-6 (B. firmus) fueron los que mas
favorecieron el crecimiento en talla y peso sobre el control. Por el contrario, en
juveniles del ostion Kumamoto C. sikamea, las cepas MIX-B y MIX-LB favorecieron
en mayor crecimiento en talla y peso. En ambos bioensayos el crecimiento esta

relacionado con las altas concentraciones de proteinas y lipidos cuantificadas. Esto



106

confirma las propiedades nutritivas de estas bacterias, como su alto contenido en
proteinas y aminoacidos esenciales (Brown et al., 1996). El efecto de los probidticos
en el metabolismo de lipidos ha sido estudiado ampliamente en vertebrados
superiores, pero no en moluscos, por lo que solo es posible establecer
comparaciones cautelosas o plantear hipodtesis. Por ejemplo, en experimentos
conducidos con ratones, se observé que la administracion de una mezcla de
Lactobacillus ayuda a regular la presencia de las principales cepas bacterianas
intestinales relacionadas con el metabolismo de lipidos, lo que resulta en niveles
reducidos de colesterol y peso en ratones, asi como efectos benéficos sobre la
acumulacion de lipidos neutros y las actividades antioxidantes (Yue et al., 2014).
También en larvas de peces expuestos a la cepa probidtica Arthrobacter sp. RSxlI
se mostré un aumento de la masa seca y la acumulacion de lipidos en comparacion
con los grupos de control, o que sugiere que la cepa RSxIl mejoré la salud general
de las larvas por la modificacion de su microbiota bacteriana (Plante et al., 2007).
En el presente trabajo, la mejora en crecimiento de juveniles de C. sikamea por las
cepas de Bacillus spp. podria explicarse por la capacidad multienzimatica que
presentan las cepas seleccionadas en este trabajo, que como ya se menciond,
producen proteasas, lipasas, amilasas y celulasas. En C. sikamea, las mezclas de
bacterias promovieron mas el crecimiento que los tratamientos individuales, lo cual
resalta la importancia de la sinergia en este tipo de bioensayos (Verschuere et al.,
2000). El efecto de la sinergia se ha demostrado en otros trabajos en donde solo
mezclas de Bacillus spp. (B. subtilis, B. firmus y B. flexus) o mezclas de estos con
Lactobacillus spp. mejoraron el crecimiento y la condicion de juveniles del camarén
blanco L. vannamei (Setyati et al., 2014) y la mezcla de Bacillus endophyticus y B.
tequilensis también mejoraron el crecimiento de camaron blanco (Luis-Villasefor et
al., 2011). También en la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) se mejord la
supervivencia de larvas usando una mezcla de B. firmus y B. pumilus (Aly et al.,
2008a), asi como su respuesta inmune con una mezcla de las bacterias B. subtilis
y L. acidophilus durante un reto contra las bacterias patégenas A. hydrophila, P.

fluorescens y Streptococcus iniae (Aly et al., 2008b). Una revision del uso y beneficio
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de Bacillus sp. en la acuicultura puede consultarse en Nemutanzhela et al. (2014).

Por otro lado, la cepa C3 (L. plantarum) ha sido ampliamente usada en la
acuicultura como probidtico (ver Abumourad et al., 2013 y Newaj-Fyzul et al., 2014).
En la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, por ejemplo, se ha reportado que L.
plantarum CLFP 238 reduce la mortalidad de larvas (Vendrell et al., 2008), en tanto
que la cepa L. plantarum NIOFSDO018 mejora el crecimiento, la absorcion de
alimento y la actividad de enzimas como amilasa, proteasas y lipasas en el tracto
digestivo de la tilapia del Nilo O. niloticus (Essa et al., 2010). También se ha visto
que L. plantarum reduce la concentracion de bacterias heterotrofas marinas e
incrementa la concentracion de bacterias acido lacticas en el TGl de O. niloticus
(Jatoba et al.,, 2011), y estimula el sistema inmune en esta misma especie
(Abumourad et al., 2013). En crustaceos L. plantarum reduce las mortalidades y
mejora el crecimiento en talla y peso de juveniles de L. vannamei después de haber
sido retadas con V. harveyi (Kongnum y Hongpattarakere, 2012). Sin embargo, en
larvas y juveniles de bivalvos no se ha reportado el uso de esta especie como
probidtico. El unico reporte que se tiene hasta la fecha con bivalvos marinos es con
adultos de C. gigas, los cuales fueron tratados con la cepa ATCCC8014 de L.
plantarum durante un proceso de depuracion, al final se observo que disminuyen
los niveles de la cepa patdégena V. parahaemlyticus (Xi, 2011). Por lo que ya se ha
descrito, este trabajo representa el primero en reportar el uso de L. plantarum con

efecto benéfico en dos bivalvos marinos de interés comercial.

Los retos experimentales in vivo contra patdégenos son importantes para la
seleccion de probidticos (Verschuere et al., 2000). En este estudio, se registrd un
100% de mortalidad de juveniles (no tratados) de A. ventricosus a las 72 h de ser
retados con V. alginolyticus CAIM57 a una concentracién de 1 x 107 UFC mL™". De
manera similar, Luna-Gonzalez et al. (2002) reportaron altas mortalidades en larvas
de A. ventricosus y N. subnodosus a las 72 h de ser retadas con la misma especie
de patogeno, pero diferente cepa (APSA2) a una concentracion de 1 x 108 UFC

mL~". La diferencia entre los dos trabajos ocurre debido a la diferencia entre el grado
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de virulencia entre cepas de una misma especie de patdgeno, la concentracion
evaluada y el estadio del organismo. Por ejemplo, esta misma cepa (V. alginolyticus)
a la misma concentracién no caus6 mortalidad en larvas del callo de hacha A. maura
y C. gigas después de 72 h de exposicidon (Luna-Gonzalez et al.,, 2002). Sin
embargo, las larvas de C. gigas retadas con V. tubiashii ATCC19106 a una
concentraciéon de 100 x 10* UFC mL™" sufrieron mortalidades del 100% a las 24 h
de ser retadas (Takahashi et al., 2000), y después de 48 h de ser retadas con el
patdégeno V. coralliilyticus utilizando una concentracion de 1 x 10* UFC mL™
(Genard et al., 2013). Asi mismo, en larvas de A. purpuratus se observo una elevada
mortalidad a las 48 h de ser retadas con V. splendidus VPAP18 a una concentracion
de 1 x 108 UFC mL™" (Rojas et al., 2015).

En el presente trabajo, todos los tratamientos probioticos protegieron a los
juveniles de la almeja Catarina infectados con V. alginolyticus (CAIM57) hasta 72 h
post-infeccidon, pero de manera mas relevante la mezcla de Bacillus spp. (MIX-B)
que lo hizo hasta las 120 h post-infeccion. Por ejemplo una mezcla de B.
licheniformis y B. subtilis mejora la resistencia contra V. alginolyticus activando el
sistema inmune no especifico del camarén Penaeus japonicus (Zhang et al., 2011).
También se logré que una mezcla de L. delbrueckii y B. subtitlis incrementara la
actividad fagocitica de la dorada Sparus aurata (Salinas et al., 2005). Sin embargo,
en bivalvos marinos no existen estudios que reporten este efecto protector ante
retos experimentales utilizando mezclas de bacterias probidticas y solo se han
evaluado cepas de manera individual con la lapa C. concholepas tratada con B.
pumilus (Leyton et al., 2012), el abuldén H. midae tratado con la cepa SY9 de Bacillus
sp. (Macey y Coyne, 2005), y el ostion del Atlantico C. virginica tratado con la cepa
R106-95 de B. pumilus y retado con V. tubiashii (Karim et al., 2013).

Aunque ninguna de las tres cepas de MIX-B (individual o en mezcla) posee
actividad antagonica in vitro contra la cepa CAIM57 de V. alginolyticus, su
combinacion fue la que mayor proteccion confirié a los juveniles de A. ventricosus.

De manera similar, Karim et al. (2013) reportan que la cepa RI06-95 de B. pumilus
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carece de respuesta antagonica ante V. tubiashii, pero mejora significativamente la
supervivencia de juveniles de C. virginica. Estos hallazgos sugieren que la
proteccién que confiere al hospedero un determinado tratamiento probiético, solo o
combinado, podria provenir de la estimulacion de su sistema inmune, mas no
necesariamente de la accion de compuestos antimicrobianos especificos
(Verschuere et al., 2000; Kesarcodi-Watson et al., 2008). En apoyo a las altas
supervivencias observadas durante el reto, en el grupo tratado con MIX-B en
particular se evidenciaron dos aspectos importantes: 1) la actividad de la SOD se
incremento significativamente en los juveniles tratados con esta mezcla, antes y
después de la infeccion, y por el contrario, disminuy6 en el grupo control y en los
tratamientos con el antibiotico, como un posible reflejo de estrés oxidativo, y 2) las
concentraciones de Vibrio disminuyeron al final del reto, comparado con el grupo
control y otros tratamientos. Al respecto, parece claro que cuando las bacterias
patogenas entran al cuerpo de los bivalvos se desencadenan una serie de respuesta
del sistema inmune, como produccion de enzimas hidroliticas, factores
antimicrobianos y especies reactivas de oxigeno (EROs), con la finalidad de
neutralizar y destruir a los agentes invasores (Vargas-Albores y Barracco, 2001).
Para neutralizar efectos no deseados, existen enzimas protectoras o antioxidantes
como la superoxido dismutasa (SOD). En bivalvos se han identificado un gran
numero de enzimas antioxidantes y su respuesta se ha evaluado en retos contra
patdgenos o en estudios sobre estrés al medio ambiente. La SOD juega un papel
crucial en la defensa de bivalvos (Song et al., 2010), llevando al incremento o
disminucion de su actividad (Matsuda et al., 2003). Al respecto y en apoyo a esto
Gonzalez y Arenas (2002) concluyen que la actividad SOD y la produccion de anion
superoxido en hemocitos de A. purpuratus podria ser utilizada para evaluar la
capacidad del sistema inmune en moluscos. La importancia de la SOD en la
respuesta inmune, asi como el papel que desempefa en la proteccion de las células
en diferentes retos se ha reportado en adultos de H. diversicolor (Shu-hong et al.,
2004) que fueron retados con E. coli o V. parahaemolyticus; en N. subnodosus

(Estrada et al., 2007), en donde se evalué la actividad de la SOD en tejidos durante
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el efecto del dinoflagelado téxico Gymnodinium catenatum; en Mytillus
galloprovincialis (Vlahogianni et al., 2007) durante una exposicion a metales
pesados; en Chlamys farreri (Xing et al., 2008) durante la infeccién del virus AVNV
(Acute virus necrobiotic virus); en juveniles de C. corteziensis (Campa-Cdérdova et
al., 2009a, 2009b), durante la exposicion a cepas probioticas y oxitetraciclina y la
exposicion a un dinoflagelado téxico (Prorocentrum lima), respectivamente; en P.
sterna (Granados-Amores et al., 2012) en donde se administraron probidticos
naturales y comerciales; en larvas de Pecten maximus (Genard et al., 2014), en este
trabajo los autores evaluan la actividad de la SOD en tratamientos con cepas
probidticas durante un reto con V. aestuarianus, V. coralliilyticus, V. splendidus y V.
pectenicida, y finalmente Le Bris et al. (2015) expusieron a organismos adultos de
la almeja Venerupis philippinarum a un reto contra el patégeno V. tapetis (cepa
CECT4600T) causante de la enfermedad del anillo café y otra cepa de la misma
especie de Vibrio (LP2) pero menos virulenta y evaluaron la respuesta inmune
determinando la actividad de la SOD en manto y hemolinfa durante 30 dias post-
infeccién, concluyen que la actividad de la enzima puede variar dependiendo de
condiciones ambientales que interactuan directamente con el patégeno, es decir, la
respuesta de SOD esta modulada por la interaccion del patégeno y las condiciones
del medio que lo rodea, particularmente la temperatura. Posteriormente y en
continuacion del trabajo de Le Bris et al. (2015) se evalud a la misma especie de
almeja con las mismas cepas de Vibrio y la misma enzima durante el reto pero
combinando diferentes temperaturas (15 y 22°C), y concluyen que el sistema
inmune de la almeja puede ser mejorado a 22°C ya que la virulencia de V. tapetis

disminuye, y la actividad de la SOD se incrementa (Richard et al., 2015).

Por otro lado, la disminucion en la actividad de la SOD asociada al uso de
antibioticos ha sido reportada con la oxitetraciclina en juveniles de C. corteziensis
(Campa-Cérdova et al., 2009), el cloranfenicol en larvas de P. maximus (Genard et
al., 2014) y la ampicilina en juveniles de A. ventricosus (en este estudio). Una

posible explicacion a este hecho puede ser que la dosis del antibidtico usada
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causara una modificacién de la microbiota enddégena, lo cual esta apoyado por
Wolowczuk et al. (2008), quienes sefialan que la microbiota intestinal endégena y
los factores ambientales juegan un papel central en la modulacién del sistema
inmune. Ademas, Ren et al. (2014) reportan que la estimulacion o supresion de la
actividad de SOD depende de la concentracion administrada del antibiético. Sin
embargo, la ampicilina, que es un antibiético usado en acuicultura (Park et al.,
2012), favorecio el incremento en la supervivencia de los juveniles durante el reto
en este trabajo, sugiriendo un efecto bactericida del antibiético, mas que la
estimulacion del sistema inmune, como se ha reportado en algunos casos (Thakur
et al., 2003). En apoyo a esto, junto con la poca actividad de la SOD, el conteo de
Vibrio al final del reto disminuyd con respecto al control y otros tratamientos con
probidticos. Este mismo efecto benéfico del antibidtico se ha observado con el
florfenicol en el cultivo intensivo del pectinido A. purpuratus (Miranda et al., 2013),
con el cloranfenicol y eritromicina en juveniles de A. ventricosus (Campa-Cordova
et al., 2005) y larvas de P. maximus (Robert et al., 1996). Opuesto a esto, en este
trabajo el crecimiento se vio afectado en las larvas y juveniles de A. ventricosus
evaluadas con el antibiotico, al respecto Miranda et al. (2013) reportan que la
oxitetraciclina produce una alta mortalidad y pobre crecimiento de larvas de A.
purpuratus. Este efecto adverso del antibidtico puede estar relacionado con la

interaccion bacteria-microalga (Campa-Cordova et al., 2006).

Dadas las caracteristicas in vitro de las cepas aisladas del TGl de N.
subnodosus y P. sterna, su utilizacion en bioensayos in vivo contribuye a
incrementar el valor de las investigaciones sobre bacterias marinas probidticas
aisladas de bivalvos marinos, y constituyen una potencial herramienta para
incrementar la supervivencia y crecimiento de bivalvos marinos y muy posiblemente
en otros grupos zoolégicos de potencial interés comercial en la acuicultura. Asi
mismo, durante los bioensayos in vivo todos los tratamientos con probidticos
confirieron un grado diferente de beneficio con respecto al grupo control,

particularmente las cepas RL5, C3 y la mezcla de lactobacilos MIX-LB con larvas,
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las cepas C3 y PB1-6 con juveniles, y la mezcla de bacilos MIX-B durante el reto
experimental de juveniles con V. alginolyticus. Los resultados obtenidos sugieren
que la eficiencia y modo de accion de un probidtico puede variar entre cepas de una
misma especie, generar en un mismo hospedero respuestas diferentes en funcion
de su estadio de desarrollo ontogenético y proveer diferentes tipos de proteccion
contra patogenos, incluyendo antagonismo y exclusion, mejor asimilacion de
nutrientes y fortalecimiento general del sistema inmune innato. Finalmente, se
recomienda profundizar en el estudio de los mecanismos de accién de las cepas
gue mejores resultados ofrecieron, especialmente a nivel molecular y genémico, asi
como evaluar mezclas en diferente dosis/proporcion y repeticion en A. ventricosus,
C. sikamea y otros bivalvos de interés acuicola comercial, para en un futuro poder

evaluar las cepas en cultivos a una escala comercial.
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9. CONCLUSIONES

Las dos cepas de Lactobacillus presentaron fuertes halos de inhibicion in vitro
contra los vibrios patdgenos, particularmente L. graminis que se reporta por
primera vez como antagoénica a V. alginolyticus CAIM 57, V. harveyi CAIM 1793,
V. vulnificus CAIM 157, V. parahaemolyticus ATCC 17802.

Las tres cepas de Bacillus presentaron actividad multi-enzimatica in vitro,
especialmente la cepa PB1-1 (B. cereus) con amplia hidrolisis de caseina y
gelatina (proteasas); tween 80 (lipasas); almidon (amilasas) y celulosa

(celulasas).

La cepas C3 (L. plantarum) y PB1-5 (B. flexus) presentaron los mas altos
porcentaje de hidrofobicidad, relacionandose fuertemente los resultados
obtenidos en las metodologias MATH y CAM, indicando un alto potencial de
adhesion.

Todos los tratamientos con probiodticos evaluados in vivo confirieron un grado
diferente de beneficio con respecto al grupo control, las cepas RL5, C3 y la
mezcla de lactobacilos MIX-LB con larvas, las cepas C3 y PB1-6 con juveniles y
la mezcla de bacilos MIX-B durante el reto experimental de juveniles con V.

alginolyticus.

Las cepas RL5 (L. graminis) y C3 (L. plantarum) confirieron los mejores valores
de crecimiento y supervivencia en larvas de A. ventricosus, mientras que la
mezcla de Lactobacillus spp. y Bacillus spp. favorecié la fijacion larvaria de A.

ventricosus.

Las cepas C3 y PB1-6 favorecieron el mayor crecimiento en talla y peso en
juveniles de A. ventricosus y C. sikamea, coincidente con el mayor aumento en

los niveles de proteinas, lipidos y carbohidratos en la biomasa humeda.
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La supervivencia de los juveniles de ambas especies no presento diferencias
significativas con respecto al control, y en ambos casos fue del 100% al final de

los bioensayos.

Todos los tratamientos probidticos evaluados confirieron alta proteccion a los
juveniles de A. ventricosus retados con el patégeno V. alginolyticus (CAIM57),
presentando altas tasas de supervivencia a las 72 h post-infeccion,
especialmente la mezcla de Bacillus spp. (MIX-B) que present6 altas tasas de

supervivencia hasta las 120 h post-infeccion.

Las cepas de Bacillus spp. (en mezcla y de forma individual) no presentaron
actividad antagonica in vitro contra los Vibrios evaluados, a excepcién del
tratamiento MIX-B que confirié la mayor proteccion durante el reto y generod los
mayores niveles de SOD y una significativa disminucién de colonias de Vibrio,

sugiriendo la estimulacion del sistema inmune.

Los resultados obtenidos sugieren que la eficiencia y modo de accion de un
probidtico puede variar entre cepas de una misma especie, generar en un mismo
hospedero respuestas diferentes en funcion de su estadio de desarrollo
ontogénico y proveer diferentes tipos de proteccion contra patégenos, incluyendo
antagonismo y exclusion, mejor asimilacion de nutrientes y fortalecimiento

general del sistema inmune innato.
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ANEXO I. Articulos publicados
Articulo 1. (Aceptado y publicado)

Abasolo-Pacheco, F., Saucedo, P.E., Maz6n-Suastegui, J.M., Tovar-Ramirez, D.,
Araya-Valencia, R., Ramirez-Orozco, J.M., Campa-Cdérdova, A.l. 2015. Isolation and
use of beneficial microbiota from digestive tract of lions-paw scallop Nodipecten
subnodosus and winged pearl oyster Pteria sterna in oyster aquaculture. Aqua. Res.

doi:10.1111/are.12754.

Articulo 2. (Sometido)
Enhancing growth, survival and resistance to Vibrio alginolyticus in Catarina scallop
(Argopecten ventricosus) treated with selected strains of probiotics during

development. Aquaculture.
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ANEXO II. Estancia cientifica realizada en el Instituto de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentarias (Institut de Recerca i Tecnologia

Agroalimentaries, IRTA) en Tarragona, Espaia

Bioensayo no publicado #1: Evaluacion de cepas seleccionadas de N.
subnodosus y P. sterna en la supervivencia y crecimiento de larvas del ostion

japonés C. gigas.

Materiales y métodos

Reactivacion de bacterias probioticas

La cepas fueron aisladas del pectinido Nodipecten subnodosus (RL5, PB1-1,
PB1-5 Y PB-1-6) y de la ostra perlera Pteria sterna (C3) en el Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste en México. Posteriormente, se colocaron
en tubos criogénicos de 2 mL con medios de cultivo adecuados para cada especie
adicionando glicerol al 30% como crioprotector. Se reactivaron en caldo MRS para
Lactobacillus sp. y en TSC para Bacillus sp. Cabe mencionar que solo se lograron

reactivar tres cepas, que son con las que se trabajaron en bioensayo.
Obtencion de reproductores y larvas

Este bioensayo se realizd6 en el Institu de Recerca i Tecnologies
Agroalimentaries (IRTA), en Sant Carles de la Rapita en Tarragona, Espafa, como
parte de la estancia cientifica “Efecto de microorganismos probiéticos en el cultivo

larvario de ostiones”, comprendida del 1° de agosto al 30 de septiembre de 2014.

Los reproductores, que fueron acondicionados a temperaturas de 18-20 °C
previo al desove, se obtuvieron de la generacion F1 del IRTA (Figura-A 7), situados
en la bahia del Fangar, en la concesién de Carlos Bori. Las larvas fueron producidas
por el laboratorio de produccion del IRTA. El desarrollo embrionario tuvo un tiempo

de 40 h hasta la etapa de larvas D-veliger (Figura-A 7) y se realiz6 en tanques de
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1000 L a una temperatura que oscil6 entre los 20 y 21 °C. Las larvas se alimentaron
con la microalga Isochrysis galbana en concentraciones de 15 x 103 cel mL~" (larvas

de 72 h) para el bioensayo correspondiente.

Figura-A 7.- Reproductores F1 del IRTA de la ostra rizada Crassostrea gigas, y
tanques desarrollo larvario.

Diseno experimental

Este bioensayo tuvo una duracion de 12 dias. Para esto se utilizaron 270,000
larvas de 72 h de edad (73.6 um de longitud), obtenidas de un desove controlado
de organismos adultos de C. gigas en el laboratorio de produccion de semillas del
IRTA. Las larvas se distribuyeron aleatoriamente en tres réplicas para cada

tratamiento a una densidad de 10 larvas mL™" en cada unidad experimental.

Para este bioensayo los tratamientos fueron los siguientes: (1) RLS5:
Lactobacillus graminis; (2) MIX-B: (Bacillus flexus + Bacillus firmus); (3) MIX-LB:
L1+MIX-B; (4) Eritromicina (antibidtico usado en IRTA) y (5) Control (sin
tratamiento). Todas las cepas con potencial probiético fueron administradas a una
concentracion final de 1 x 108 UFC mL™', tanto solas, como en mezclas, en cada
una de las réplicas establecidas por tratamiento. Cada tratamiento experimental se
realizé en unidades experimentales plasticas de 2L de capacidad (Figura 2-A) , con
agua de mar filtrada a 1um y esterilizada con UV, y con una temperatura de 20+1°C.
Todos los tratamientos se alimentaron con la microalga |. galbana a una

concentracion de 30-40 x 103 células mL™". El tratamiento se suministraba después
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de la alimentacion. Se hicieron recambios totales cada 48 h (Figura-A 8). Durante
los recambios se tomaron muestras para determinar la supervivencia y crecimiento
durante 9 dias. La supervivencia se determiné mediante conteos con la ayuda de
un microscopio compuesto y una camara de conteo tipo Rafter, asi mismo con la
ayuda de un micrometro ocular se llevaron a cabo las mediciones de 30 larvas de

forma aleatoria.

Figura-A 8.- Disefio experimental para evaluar las bacterias probidticas en larvas

de la ostra rizada Crassostrea gigas.
Anadlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza de una via (ANOVA), junto con pruebas de
rangos multiples de medias de Tukey, para detectar diferencias significativas en el
crecimiento y supervivencia de larvas de C. gigas. El nivel de significancia se

establecié en P < 0.05.
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Resultados

Supervivencia

La supervivencia larvaria varid significativamente (F= 15.8) entre los
tratamientos evaluados (Figura-A 9). Los mejores porcentajes de supervivencia se
encontraron en larvas tratadas con el antibiético eritromicina (36%) en comparacion
con el grupo control (7%). Asi mismo, las larvas tratadas con el grupo de probiéticos
no presentaron diferencias significativas, sin embargo, se observé que el grupo de
larvas tratadas con la cepa RL5 (14%) mostraron mejores valores de supervivencia

que el grupo control.
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Figura-A 9.- Supervivencia de Crassostrea gigas tratadas con RL5: Lactobacillus
graminis; MIX-B: (Bacillus flexus + Bacillus firmus); MIX-LB: L1+MIX-B; Eritromicina
(antibidtico usado en IRTA) y CTRL.: Control (sin tratamiento ni antibiotico). Los
puntos y las lineas verticales representan la media + DE. Los tratamientos
representados en la leyenda estan organizados en el mismo orden que en la figura.
Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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Crecimiento

Con respecto al crecimiento absoluto se encontraron diferencias
significativas (F= 17.6) entre los tratamientos evaluados (Figura-A 10). Los valores
mas altos se encontraron con el grupo tratado con eritromicina (138.5 £ 3.6 ym) y

con RL5 (102.3 £ 1.1 ym) en comparacion con el grupo control (92.8 £ 1.1 ym).
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Figura-A 10.- Crecimiento absoluto (um) de Crassostrea gigas evaluadas con los
tratamientos correspondientes. Los puntos y las lineas verticales representan la
media + DE. Los tratamientos representados en la leyenda estan organizados en el
mismo orden que en la figura. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P
< 0.05) entre tratamientos.
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Discusién y conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que los tratamientos con las bacterias
benéficas, seleccionadas previamente de dos organismos bivalvos, pueden ser
viables para disminuir las mortalidades y aumentar rendimiento en crecimiento en
talla (longitud) de larvas de C. gigas dentro de un sistema de cultivo controlado, sin
embargo, los resultados no fueron del todo buenos, y entre otras cosas esto se
puede atribuir en gran medida a las unidades experimentales utilizadas en los
cultivos, ademas del bajo volumen de agua utilizado. Suponemos que la
recirculacion de aire en la columna de agua no fue adecuada permitiendo asi
acumulacion de materia organica en espacios sin recirculacion. Si bien es cierto que
el antibidtico (control positivo) mostré los mejores resultados de crecimiento y
supervivencia, también se observaron altos porcentajes de mortalidad, reforzando
asi la teoria de las unidades experimentales de cultivo usadas. Se debe destacar
qgue en este estudio se buscaba reemplazar al antibiético por bacterias probioticas
que dieran mejor rendimiento en crecimiento y supervivencia con respecto al control,
lo cual si fue observado, especificamente en L. graminis y en la mezcla de Bacillus
sp. Finalmente, este trabajo representa una contribucion a la investigacion del uso
de probidticos en moluscos bivalvos, los cuales son muy escasos y cada vez se
hacen mas necesarios. Por lo que se sugiere evaluar las cepas probidticas en
sistemas de cultivo piloto con unidades experimentales de mayor volumen, y utilizar
bacterias autoctonas, que podrian tener mejores resultados que las utilizadas en

este estudio.
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ANEXO Ill. Bioensayo no publicado #2: Evaluacion de dos cepas de
Lactobacillus sp. y mezclas de cepas probiéticas en la supervivencia de larvas

de la almeja mano de leén Nodipecten subnodosus
Diseno experimental

Adicionalmente se realizé un bioensayo con larvas de la almeja mano de leén
Nodipecten subnodosus, con el fin de evaluar las cepas seleccionadas en este
trabajo de forma individual y en combinacién. Los tratamientos evaluados
incluyeron: (1) L1: Lactobacillus graminis; (2) L2: Lactobacillus plantarum; (3) MIX-
L: L1+L2; (4) MIX-B: B1 + B2 + B3 (misma mezcla de Bacillus spp. usada en este
trabajo); (5) MIX-LB: MIX-L + MIX-B; (6) Ampicilina (10 mg L") y (7) Sin tratamiento
experimental. La dosis administrada en los diferentes tratamientos de bacterias fue
de 1 x 108 UFC mL-".

Las larvas fueron producidas y donadas por el Laboratorio de Mejoramiento
Genético en Acuicultura del CIBNOR. El cultivo se realizdé en el Laboratorio de
Cultivo de Moluscos del CIBNOR. EIl disefio experimental se hizo siguiendo la
metodologia descrita en la seccion 6.2.8 pero en unidades experimentales cénicas
de fibra de vidrio de 60 L, rellenadas con 20 L de agua de mar filtrada. La
temperatura se fijo a 22 £ 1 °C y la alimentacion fue a base de la misma mezcla de

microalgas usada en este trabajo (ver seccion 6.2.5).

Resultados y discusién

La mayor supervivencia se observé en el grupo tratado con la cepa RL5 (L.
gramins) y la menor supervivencia en el grupo tratado con MIX-B (Figura-A 11).
Dado que este mismo efecto se reporta también en larvas de A. ventricosus de este
trabajo, parece claro que se requiere la realizacion de mas estudios dirigidos a
dilucidar el mecanismo de accion de la mezcla de Bacillus spp. en larvas de bivalvos

marinos.
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Figura-A 11.- Supervivencia (%) de larvas de la almeja mano de ledn tratadas con
las cepas probidticas seleccionadas. (*)= Denota diferencias significativas (P < 0.05)
entre tratamientos. Se senala con un circulo rojo el tratamiento donde se registra la
menor supervivencia.
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ANEXO IV. Bioensayo no publicado #3: Evaluacion de concentraciones y
mezclas de Bacillus spp. y Lactobacillus spp. en la supervivencia, crecimiento
y asentamiento de larvas y supervivencia, crecimiento, composicion
bioquimica, reto contra V. alginolyticus en juveniles de la almeja Catarina A.
ventricosus

Materiales y métodos

El disefio experimental para este bioensayo fue el mismo que se reporta con
las larvas y juveniles de A. ventricosus (ver secciones 6.2.8 y 6.2.9) , con la
diferencia de que en este trabajo se utilizaron ademas de la ampicilina y el grupo
control, las mezclas de cepas (MIX-L, MIX-B y MIX-LB) en dos concentraciones: C1
a1x105UFC mL"'y C2a 1 x 108 UFC mL~'. Adicionalmente, se realizd un reto

contra V. alginolyticus siguiendo la metodologia establecida en la seccion 6.2.10).

Resultados

Supervivencia

La supervivencia larvaria de A. ventricosus presento diferencias significativas
(F= 23.7) entre los tratamientos evaluados (Figura-A 1). Al final del bioensayo (dia
9), la mayor supervivencia de larvas se presentd con la mezcla de cepas MIX-
LB(C2) con 49% y MIX-L(C2) con 46% comparadas con el control (36%). El
tratamiento con la ampicilina AMP (63%) present6 altos porcentajes de
supervivencia, a diferencia de las mezclas de MIX-B en ambas concentraciones
para C1y C2 (6%).
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Figura-A 1.- Porcentaje de supervivencia de la almeja Catarina (Argopecten
ventricosus) tratadas con 2 concentraciones, (C1): 1 x 105 UFC mL "y (C2): 1 x
108 UFC mL~", de las mezclas MIX-L (RL5+C3); MIX-B (PB1-1+PB1-5+PB1-6); MIX-
LB (MIX-L+MIX-B), el antibiético AMP (ampicilina a 10 ppm); y CTRL (sin
tratamiento). Los datos representan la media £ DE. Los tratamientos representados
en la leyenda estan organizados en el mismo orden que en la figura. Letras
diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre tratamientos.
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Crecimiento absoluto

Se encontraron diferencias significativas (F= 17.4) entre los tratamientos
evaluados en el crecimiento absoluto de larvas (Figura-A 2). Para el final del
bioensayo los valores mas altos de crecimiento se dieron con MIX-B(C2) (169.1
3.8 um) y MIX-LB(C2) (158.67 + 3.5 um), comparados con el control (158.32 + 3.5
pm) y MIX-L(C2) (131 £ 5.14 ym).
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Figura-A 2.- Crecimiento absoluto de la altura de la concha de larvas de la almeja
Catarina (Argopecten ventricosus) tratadas con 2 concentraciones, (C1): 1 x 10°
UFC mL-'y (C2): 1 x 10° UFC mL ', de las mezclas. Los datos representan la
media * DE. Los tratamientos representados en la leyenda estan organizados en el
mismo orden que en la figura. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P
< 0.05) entre tratamientos.
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Los porcentajes mas altos de fijacion, también se dieron con los tratamientos
MIX-LB (10%) y AMP (7.5 %), comparados con el grupo control (2.2 %) y el resto

de los tratamientos en mezcla (Figura-A 3).
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MIX-B (C2) - }-I 0.7 %
MIX-B(C1) - I—{ 1.1 %

mix-Lc2) {7} 040 %

mxLen 4 08%

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Tratamientos

Numero de larvas fijadas

Figura-A 3.- Asentamiento larvario de la almeja Catarina tratadas con las mezclas
de las bacterias probioticas seleccionadas. Las barras representan la media + DE.
y se muestra el porcentaje de fijacion. (*) representa diferencias significativas entre
los tratamientos (P < 0.05).
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Evaluacion de las mezclas de cepas seleccionadas en la supervivencia y

crecimiento de juveniles de A. ventricosus

Supervivencia
La supervivencia larvaria fue del 100% durante los 21 dias de tratamiento en

un cultivo experimental.

Crecimiento absoluto

Se encontraron diferencias significativas en el incremento en talla (F= 15.4)
y peso (F= 18.3) de los juveniles tratados con las diferentes concentraciones de las
mezclas. Los mejores valores de crecimiento en talla se dieron con MIX-L (C2) (5.7
+ 0.1 mm), MIX-B (C2) (5.6 £ 0.07 mm) y MIX-L (C1) (5.5 + 0.1 mm), comparado
con el control (5.03 + 0.1 mm) (Figura-A 4a). Por el contrario, los mayor ganancia
en peso ocurrié con MIX-L (C1) (25,6 £ 0.05 mg) y MIX-L (C2) (24.8 + 0.7 mg),
comparado con el control (24.3 £ 0.1 mg) y MIX-LB(C2) (20 £ 0.2 mg) (Figura-A 4b).
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Figura-A 4.- Crecimiento absoluto en la altura (a) y peso (b) de la concha de
juveniles de la almeja Catarina tratados con las concentraciones de mezclas de las
cepas probidticas seleccionadas. Los puntos y las lineas verticales representan la
media + DE. Los tratamientos representados en la leyenda estan organizados en el
mismo orden que en la figura. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P
< 0.05) entre tratamientos.

Reto con V. alginolyticus (CAIM57) de juveniles de la almeja Catarina A.
ventricosus tratadas con las dos concentraciones de mezclas de cepas

seleccionadas.
Supervivencia

La supervivencia de los juveniles fue de 0% en CTRL (+) después de 72 h de
exposicion a V. alginolyticus y significativamente mejorada (>80%; P<0.05) en todos

los juveniles tratados con las mezclas en amabas concentraciones (Figura-A 5).
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Después de 120 h de reto experimental, las supervivencias mas altas se dieron con
el tratamiento MIX-B (72%) y los porcentajes mas bajos con el MIX-L en las dos

concentraciones (C1: 8% y C2: 0%).
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Figura-A 5.- Supervivencia de juveniles de la almeja Catarina tratados con las
mezclas de cepas probidticas seleccionadas y retadas con Vibrio alginolyticus.
CTRL (-) representa a juveniles sin tratamiento y sin retar y CTRL (+) representa a
juveniles sin tratamiento y retados. Los puntos y las lineas verticales representan la
media x DE. Los tratamientos representados en la leyenda estan organizados en el
mismo orden que en la figura. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P
< 0.05) entre tratamientos.
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Actividad de la SOD

Antes de la infeccion, los juveniles tratados con MIX-L (C1) y MIX-B (C2)
presentaron significativamente mayor actividad SOD (83 y 78 %, respectivamente)
que en el grupo control (63 %) y AMP (46 %). De igual forma, la actividad de la SOD
post-infeccidn en los juveniles tratados con MIX-B (C2) durante las 120 h fue mayor,
presentandose una actividad significativamente mayor a las 72 h con esta y con
MIX-L (C1) (82 y 81 %, respectivamente) respecto a la registrada en los otros
tratamientos y control. Los organismos del CTRL (+) murieron a las 72 h y por ello
no se registro actividad posterior de la SOD. La respuesta antioxidante en presencia
del patégeno fue mas rapida con el tratamiento MIX-B (C2) y MIX-L (C1) (Figura-A
6).
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Figura-A 6.- Actividad de la SOD determinada por el porcentaje de inhibicion de la
formacion del complejo WST-1 (water- soluble tetrazolium) Formazan en juveniles
de almeja Catarina tratados previamente con la mezcla de bacterias probioticas
seleccionadas y posteriormente retados durante 120 horas con V. alginolyticus
(cepa CAIMS7).

Discusién y conclusiones

Las mezclas de cepas probidticas suelen funcionar mejor que de forma
individual (Verschuere et al., 2000), esto se ha demostrado ya en diferentes trabajos
(Mahdhi et al., 2010; Li et al., 2014; Yeh et al., 2014). Asi mismo, la relacion dosis-
efecto de un probidtico se debe determinar cuidadosamente con la finalidad de
evitar una sobredosis, lo cual puede resultar en una disminucion en su efecto y un
incremento en los costos, o contrariamente, usar dosis muy bajas reduce la eficacia

del probidtico (Vine et al., 2006). Un ejemplo de esto, es el observado en juveniles
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de N. subnodosus con una mezcla de cepas probidticas (B. cepaciay P. aeruginosa)
en concentraciones de 1 x 10° UFC mL™", las cuales no mostraron diferencias
significativas de crecimiento y supervivencia (Granados-Amores et al., 2012)
confirmando una disminucién de su efecto por las altas concentraciones utilizadas.
Contrariamente, con la misma mezcla probidtica pero en concentraciones de 5 x
10* UFC mL~" se observo una mejor supervivencia en juveniles de C. corteziensis
(Campa-Cordova et al., 2009a). En este bioensayo las concentraciones de 1 x 10°
UFC mL™" en todas las mezclas evaluadas son las que mejores resultados
presentaron tanto en larvas como en juveniles de A. ventricosus, en comparacion
con las mezclas en concentraciones de 1 x 10° UFC mL~". El tratamiento MIX-LB y
MIX-L presentaron mejores valores de supervivencia en larvas mientras que en MIX-
B se observé un mejor crecimiento larvario. En larvas de C. corteziensis y en larvas
de L. vannamei se ha observado que la supervivencia mejora subiendo las
concentraciones de una mezcla de cepas probiodticas de 1 x 10* UFC mL~'a 1 x 10°
UFC mL-". Por otro lado, los juveniles de A. ventricosus tratados con MIX-L en
ambas concentraciones (1 x 10° UFC mL~"y 1 x 108 UFC mL~") presentaron mejores
valores de crecimiento en peso y talla. El efecto del sinergismo entre cepas y la
accion benéfica de los Lactobacillus spp. ha sido ya discutido en el presente estudio
(seccion 8.2). Finalmente, respecto a la proteccion evaluada con las mezclas
encontramos que todos los tratamiento protegieron a los juveniles de A. ventricosus
a las 72 h post-infeccion, pero particularmente MIX-B en una concentracion de 1 x
108 UFC mL~" que presenté mayor supervivencia de juveniles a las 120 h post-
infeccion, este resultado esta apoyado con un incremento de la actividad de la SOD,
lo cual sugiere una respuesta del sistema inmune. Por ejemplo, en larvas de C.
virginica retadas con Vibrio sp. previamente tratadas con la cepa probiética OY15,
se observo una mejor supervivencia en concentraciones de 1 x 103 UFC mL~" en
comparacion con 1 x 102 UFC mL~" (Kapareiko et al., 2011). En este bioensayo se
puede concluir que el efecto sinérgico de las cepas se ve beneficiado en
concentraciones de 1 x 108 UFC mL~", lo cual coincide con estudios previamente

reportados (ver seccion 8.2).
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